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1 Einleitung
1.1 Posttranslationale Modifikation an Proteinen
Im Jahr 2004 beendete das Human Genome Project die vollsta¨ndige Sequenzierung des mensch-
lichen Genoms. [1] Der Mensch kommt mit ca. 20 000 Genen aus, wesentlich weniger als zuvor
angenommen. Tatsa¨chlich sind im menschlichen Organismus weit mehr als 20 000 Protein-
Spezies aufzufinden – Scha¨tzungen gehen von u¨ber 100 000 aus –, die in ihrer Summe das
Proteom ausmachen. [2] Grund fu¨r diese Diskrepanz sind die verschiedenen Regulations- und
damit auch Modifikationsebenen, die zwischen der Expression eines Genes und den Effekten
eines Proteins liegen (siehe Schema 1.1). [3] Diese fu¨hren dazu, dass Untersuchungen auf DNA-
Basis nicht fu¨r die vollsta¨ndige Beschreibung eines Organismus ausreichen. Ein besonderes
Interesse gilt in diesem Sinne epigenetischen Mechanismen, mit denen Eigenschaften vererbt
werden, die nicht direkt in der Gensequenz codiert sind. [4]
DNA RNA Protein
Transkriptionelle
Kontrollen
Post-
transkriptionelle 
und translationale 
Kontrollen
(z. B. RNA-
Modifikationen)
> 200 posttranslationale 
Modifikationen
(z.B. Phosphorylierung
Glycosylierung, 
Peptidspaltung)
Epigenetische Faktoren
Rückkopplungsmechanismen
Effekte:
Katalytische Aktivität
Stabilität
Lokalisierung
Interaktion
Aktivitätskontrollen
(z.B. post-
translationale
Modifikationen, 
Degradierung)
Schema 1.1: Modulation der Funktion von Proteinen auf DNA-, RNA- und Proteinebene. Nach
Banks et al., 2000. [3]
1
Kapitel 1: Einleitung
1.1.1 ¨Ubersicht u¨ber posttranslationale Modifikationen
Der u¨berwiegende Teil der Proteine wird nach der Translation modifiziert, sodass aus den 20
bis 22 proteinogenen Aminosa¨uren u¨ber 200 verschiedene Spezies entstehen. [5] Diese chemi-
sche Vielfalt ermo¨glicht eine Feineinstellung der Proteine und damit eine effektivere Anpassung
an die Umgebung. Neben der Modifikation mit kleinen chemischen Gruppen, wie z.B. Methy-
lierung, werden viele eukaryotische Proteine mit Zuckern oder Fettsa¨uren modifiziert. Die Ver-
knu¨pfung mit kleineren Proteinen, z.B. Ubiquitinierung, za¨hlt ebenso zu den posttranslationalen
Modifikationen (PTMs), wie die Bildung von Disulfidbru¨cken oder die Reifung fluoreszierender
Proteine. [2] PTM-Beispiele und deren Funktion sind in Abbildung 1.1 aufgefu¨hrt.
Signalkaskaden
(Phosphate)
Mikrotubulifunktion Membranproteine
(Lipide)
Membranprot.
(N-Glycane)
Histoncode
intrazellula¨re
Proteine
Proteinabbau
Abbildung 1.1: Posttranslationale Modifikationen in der Zelle. Aus Jensen, 2006. [6] Ac: Ace-
tylgruppe, P: Phosphatgruppe, Me: Methylgruppe, Ub: Ubiquitin. Target protein: Zielprotein,
Membranprot.: Membranprotein.
Durch PTMs werden die Eigenschaften eines Proteins vera¨ndert. Proteine ko¨nnen so stabile-
re Konformationen eingehen (z.B. durch Bildung von Disulfidbru¨cken) oder durch die Ver-
knu¨pfung mit Fettsa¨uren in Membranen verankert werden. Es ko¨nnen Bindungsstellen zu ande-
ren Proteinen entstehen oder wegfallen, wodurch Signale weitergegeben werden, z.B. in Phos-
phorylierungskaskaden. Die Modifikation mit Proteinen wie Ubiquitin oder mit Zuckern bildet
neue Interaktionsoberfla¨chen fu¨r die Signalvermittlung innerhalb und außerhalb einer Zelle. [2,6]
PTMs ko¨nnen dauerhaft oder voru¨bergehend sein. [7] Dauerhafte PTMs verleihen neu syntheti-
sierten Proteinen Stabilita¨t und Funktionalita¨t, z.B. durch Glycosylierung und Lipidierung von
Membranproteinen. Andere Modifikationen sind dagegen nur voru¨bergehend, hierzu za¨hlen be-
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sonders Phosphorylierungen und Acetylierungen. Methylierungen wurden lange als statische
Modifikationen betrachtet, bis vor einigen Jahren Demethylasen entdeckt wurden (siehe Ab-
schnitt 1.2). [8] Ein Protein kann (reversibel) an mehreren Positionen modifiziert werden. Diese
”
multisite“-Modifikation fu¨hrt weitere Komplexita¨tsebenen in Regulationsmechanismen ein. So
ko¨nnen sie wie ein
”
molekularer Barcode“ [7] oder eine
”
Protein-Sprache“ [6] funktionieren, wie
es bei der Modifikation von Histonen postuliert wird.
1.1.2 Die Histoncode-Hypothese
Die DNA wird im Zellkern einer Zelle durch die Verpackung in Chromatin komprimiert. Die
Basiseinheit von Chromatin ist das Nucleosom. Dieses besteht aus einem Komplex aus acht ba-
sischen Kernhistonen, um den DNA (ca. 147 bp) in 1.7 Runden gewickelt ist. [9] Das Kernhiston-
Oktamer besteht aus zwei Heterodimeren (je ein Histon H2A und H2B) und einem Tetramer (je
zwei Kopien von Histon H3 und H4), siehe Abb. 1.2. Die Kernhistone zeigen die charakteristi-
sche Histon-Faltung aus drei Helices und einem ungeordneten N-Terminus.
Abbildung 1.2: Posttranslationale Modifikationen der Kernhistone. Aus Khorasanizadeh,
2004. [10] Dargestellt ist das Histon-Oktamer bestehend aus Histon H2A (rot), H2B (orange),
H3 (gru¨n) und H4 (gelb). Auf der Aminosa¨uresequenz der N-Termini ist eine Auswahl an PTMs
eingetragen. Dabei ist: Kreis: Methylierung, Sechseck: Acetylierung, Viereck: Phosphorylierung
und Stern: Ubiquitinierung.
Fu¨r die weitere Komprimierung werden die einzelnen Nucleosomen-Kernpartikel durch Histon
H1 miteinander verbunden. [10] Diese kompakte Anordnung ermo¨glicht zwar das Verstauen der
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bis zu 2 m langen DNA im Zellkern, verhindert aber die freie Erreichbarkeit der DNA fu¨r die
Transkriptionsmaschinerie und andere DNA-bindende Faktoren.
Histoncode oder Histonsprache
Die Erreichbarkeit der DNA der Nucleosomen wird durch verschiedene Modifikationen vor
allem an den ungeordneten N-Termini der Histone gesteuert (siehe Abb. 1.2). Hier ist z.B.
die Kompaktierung von Chromatin in kondensiertes Heterochromatin (keine Genexpression
mo¨glich) und euchromatische Regionen (Genexpression mo¨glich) zu nennen. [11] Dass in der
Summe aller Modifikationen an den Histonen Information steckt, wird in der Histoncode-
Hypothese beschrieben. [12] Histonsprache trifft es jedoch besser, da es – anders als beim ge-
netischen Code – keine direkte ¨Ubersetzung einzelner Modifikationen gibt. [13]
Die ha¨ufigsten Modifikationen sind Acetylierungen an Lysin, Phosphorylierungen an Serin und
Threonin, Methylierungen an Lysin und Arginin und Ubiquitinierung an Lysin. Zusa¨tzlich sind
u.a. auch ADP-Ribosylierungen an Glutaminsa¨ure und SUMOylierungen an Lysin bekannt. [11]
Modifikationen ko¨nnen im Wesentlichen zwei Effekte auslo¨sen. Einerseits ko¨nnen sie, z.B.
durch Acetylierung von Lysinen, Wechselwirkungen mit DNA sto¨ren. Die Acetylierung neu-
tralisiert die positive Ladung an Lysin mit der Folge, dass DNA schlechter an acetylierte Hi-
stone binden kann. Die Modifikation kann andererseits von Effektormoleku¨len erkannt und in
eine regulatorische Antwort u¨bersetzt werden. Effektormoleku¨le werden auch als die
”
Leser“
des Histoncodes beschrieben. Neben den Effektormoleku¨len besteht der Histoncode aus den
”
Schreibern“, den Transferasen, die die Modifikationen setzen, und den
”
Radierern“, die die
Modifikation wieder entfernen. [14]
Abbildung 1.3: Gegenseitige Beeinflussung der verschiedenen Modifikationen an den Histo-
nen. Aus Kouzarides, 2007. [11] Positive Effekte sind mit einer Spitze, negative mit einem Strich
markiert. Me: Methylierung, P: Phosphorylierung, Ac: Acetylierung, Iso: Prolinisomerisierung,
Ub: Ubiquitinierung, blau: um Nucleosomen-Kernpartikel gewickelte DNA.
Der Begriff Histonsprache ist erst recht gerechtfertigt, seitdem bekannt ist, dass die verschiede-
nen Modifikationen sich gegenseitig beeinflussen, einander bedingen oder ausschließen (histo-
ne crosstalk ), siehe Abb. 1.3. [15] Dies betrifft nicht nur die Schreiber, sondern auch die Leser
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(Effektoren) des Histoncodes. Effektoren sind oft mit zwei Bindungsdoma¨nen ausgestattet und
ko¨nnen zwei Modifikationen gleichzeitig erkennen. [16] Dies erlaubt Effekte, die auf den oben
genannten multisite-Modifikationen basieren. Auch Schreiber und Leser ko¨nnen gekuppelt sein,
wie es bei Protein-Methyltransferasen (MTasen) Clr4 und G9a der Fall ist. Beide methylieren
Lysin 9 an Histon H3 (H3K9) mit ihrer MTase-Doma¨ne und binden mit der Effektor-Doma¨ne
an Lysin 9 methyliertes Histon H3. [17,18]
Funktionen einzelner Modifikationen
Die Acetylierung der N-Termini ist meist mit der Aktivierung der Transkription benachbar-
ter Genabschnitte verbunden. Acetylierungen werden durch Histon-Acetyltransferasen (HAT)
katalysiert, die die Acetylgruppe von Acetyl-CoA auf das ε-Amin spezifischer Lysinreste
u¨bertragen. Viele transkriptionelle Coaktivatoren zeigen intrinsische HAT-Aktivita¨t. [19] Histon-
acetylierungen werden durch Histon-Deacetylasen (HDAC) entfernt. [20] Acetyllysin ruft durch
Neutralisierung der Ladung eine Dekomprimierung der Nucleosomen hervor. Zusa¨tzlich wird
es von Bromodoma¨nen gebunden, die in vielen Transkriptionsaktivatoren enthalten sind. [10]
Serin- und Threoninreste werden durch Kinasen spezifisch phosphoryliert, womit negative
Ladungen hinzugefu¨gt werden. Verschiedene Doma¨nen (u.a. BIR und 14-3-3) erkennen die-
se phosphorylierten Reste. Histone werden als Reaktion auf DNA-Scha¨den phosphoryliert.
Zusa¨tzlich wird z.B. die Kondensation und Dekondensation von Chromatin fu¨r die Zellteilung
durch Phosphorylierung an Serin 10 von Histon H3 (H3S10) reguliert. Außerdem ko¨nnen Phos-
phorylierungen die Bildung anderer Modifikationen beeinflussen (siehe Abb. 1.3). [21]
Methylmarkierungen werden von Histon-Methyltransferasen (HMT) platziert und von De-
methylasen (HDM) entfernt. Es gibt mehrere Proteindoma¨nen, die Methylierungen erkennen
ko¨nnen. Methylierungen werden in Abschnitt 1.2 ausfu¨hrlich beschrieben.
Die Auswirkungen von Ubiquitinierungen sind abha¨ngig von der Position der Modifikation.
Wird Histon H2B ubiquitiniert, so hat das generell eine Aktivierung der Transkription zur
Folge, die zusa¨tzlich durch eine dann erleichterte Methylierung von Histon H3K4 und K79
begu¨nstigt wird (siehe Abb. 1.3). [22] Die Ubiquitinierung von H2A wirkt dagegen reprimie-
rend. [23] ADP-Ribosylierungen verschiedener Aminosa¨uren aller Kernhistone lockern die Chro-
matinstruktur auf und erleichtern so DNA-Replikation und Transkription und die Rekrutierung
DNA-reparierender Enzyme nach einem Strangbruch. [24] Ku¨rzlich entdeckte Modifikationen
der Histone schließen Propionylierung und Glycosylierung ein. [14]
1.2 Methylierung von Histonen und anderen Proteinen
Die Methylierung der Histone stellt eine der vielfa¨ltigsten und komplexesten Modifikationen
dar. [25] Anders als Acetylierung oder Phosphorylierung vera¨ndert eine Methylierung nicht die
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Ladung des Proteins und besitzt im Gegensatz zur Ubiquitinierung oder ADP-Ribosylierung
einen sehr kleinen sterischen Anspruch. Die strukturellen Vera¨nderungen durch Methylierung
sind daher vernachla¨ssigbar. Die Funktion der Methylierungen wird durch eine große Gruppe
von Effektorproteinen vermittelt, die spezifische Methylierungen erkennen. [26]
1.2.1 Enzymatische Methylierung
Nicht nur Histone, sondern auch andere Proteine und Nucleinsa¨uren werden nach Schema 1.2
enzymatisch methyliert. Methylgruppendonor ist in den meisten Fa¨llen der natu¨rliche Cofaktor
S-Adenosyl-L-methionin (AdoMet oder SAM, 1), von dem die Methylgruppe auf nucleophile
Positionen in Biomoleku¨len unter Abspaltung der Abgangsgruppe S-Adenosyl-L-homocystein
(AdoHcy oder SAH, 2) u¨bertragen wird. Auch Kleinmoleku¨le werden so methyliert. Der Neuro-
transmitter Dopamin wird z.B. durch Methylierung inaktiviert. [27] Die Methylierung wird von
Methyltransferasen (MTasen) katalysiert. MTasen werden basierend auf Kristallstrukturen in
fu¨nf Klassen eingeteilt, die jedoch nicht abha¨ngig von der Substratspezifita¨t sind. [28]
S
N
NN
N
NH2
O
OH OH
H2N CO2H
H3C
NNNNNXXXXXNNNNNN
NNNNNXXXXXNNNNNN
CH3
S
N
NN
N
NH2
O
OH OH
H2N CO2H
MTase
AdoMet (  )
AdoHcy (  )
Biopolymer
Sequenzspezifisch methyliertes Biopolymer
1
2
Schema 1.2: Bei der enzymkatalysierten Methylierung von Biopolymeren wird eine Methyl-
gruppe von AdoMet (1) auf Biopolymere (NNNNN) mit der Erkennungssequenz XXXXX auf
das Zielmonomer (X) u¨bertragen. Als Abgangsgruppe entsteht AdoHcy (2).
Die meisten Protein-MTasen enthalten das gleiche Strukturmotiv im aktiven Zentrum, bei dem
die Bindungstaschen fu¨r AdoMet (1) und Proteinsubstrat auf verschiedenen Seiten des Enzyms
liegen. Die Bindungstaschen sind durch einen engen Kanal verbunden, in dem die Methylierung
stattfindet. [29,30] Neben den an den Histonen vorkommenden Methylierungen von Arginin und
Lysin ko¨nnen auch Glutamin, Histidin und Asparagin N-methyliert und Glutamin- und Aspa-
raginsa¨ure O-methyliert werden. Auch C- und S-Methylierungen sind bekannt. [31]
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Methyleffektoren ko¨nnen methylierte Aminosa¨uren von unmethylierten unterscheiden. Je nach
Anzahl der Methylgruppen ko¨nnen andere Effektormoleku¨le binden, sodass die Auswirkung
verschiedener Methylierungsgrade a¨hnlich divers sein kann wie die Methylierung unterschied-
licher Positionen. [25] Die acht bis jetzt bekannten Doma¨nen, die methyliertes Arginin oder Ly-
sin binden ko¨nnen, werden verschiedenen Familien zugeordnet: [14] Zur royal -Familie geho¨ren
Chromodoma¨nen, Tudordoma¨nen, PWWP- und MBT-Doma¨nen. Außerdem gibt es PHD-
Finger-, Ankyrin- und WD40-Doma¨nen, die methyliertes Lysin erkennen. [26] Methylarginin
wird auch von Effektoren erkannt, u.a. von der Tudordoma¨ne. Jedoch gibt es hier noch keine
Kristallstrukturen der Doma¨nen im Komplex mit Methylarginin. [32]
1.2.2 Lysinmethylierung
Lysin kann durch Lysin-MTasen (KMT) mono-, di- oder trimethyliert werden (siehe Schema
1.3). Die Methylierung erfolgt prozessiv oder schrittweise. [33] Sie wird – mit der Ausnahme
von Dot1 [34] – von Enzymen der MTase-Klasse V durchgefu¨hrt, die die evolutiona¨r konservierte
SET-Doma¨ne besitzen.
AdoMet (  )
AdoHcy (  ) N
H
N
O
O
H3C CH3
CH3
N
H
NH
O
O
H3C
CH3
N
H
NH2
O
O
H3C
N
H
NH3
O
O
KMT
Lysin Monomethyllysin Dimethyllysin Trimethyllysin
KMT KMT
AdoMet (  )
AdoHcy (  )
AdoMet (  )
AdoHcy (  )
1 11
2 22
Schema 1.3: Die Methylierung von Lysin in Proteinen durch KMT.
Die SET-Doma¨ne wurde nach den drei Drosophila-Genen benannt, bei denen dieser Struktur-
typ zuerst entdeckt wurde (Suppressor of variegation, Enhancer of zeste und Trithorax). [35]
Charakteristisch fu¨r alle Proteine dieser Klasse ist eine knotena¨hnliche Struktur (pseudoknot ),
die die AdoMet-Bindedoma¨ne und die Lysinbindedoma¨ne in ra¨umliche Na¨he bringt und so das
aktive Zentrum bildet (siehe Abb. 1.4). [36] Diese Anordnung ermo¨glicht es prozessiven MTa-
sen, wie z.B. Dim-5, das Substrat Histon H3K9 wa¨hrend der Trimethylierung durchgehend zu
binden und nur den Cofaktor auszutauschen. [37] Der N-Terminus von Histon H3 lagert sich als
paralleles β-Faltblatt in die Knotenstruktur der SET-Doma¨ne ein.
Es sind acht Familien von SET-MTasen bekannt, die nach Strukturhomologie klassifiziert sind,
und sich innerhalb der Familien in ihrer Methylierungsspezifita¨t a¨hneln. [25] Nach der Nomen-
klatur von 2007 werden diese mit KMT1 bis KMT8 bezeichnet. [39] In der Literatur werden
jedoch meist Trivialnamen verwendet.
Der Katalysemechanismus der Methylierung in der SET-Doma¨ne ist am Beispiel von Dim-5 in
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Abbildung 1.4: Kristallstruktur von Dim-5 (Neurospora crassa), einer KMT mit SET-
Doma¨ne. [38] Die knotena¨hnliche Struktur (lila) ist Teil der SET-Doma¨ne (gru¨n). Der N-Terminus
von Histon H3 (rot) lagert sich als paralleles β-Faltblatt an. Im Sta¨bchenmodell ist das Cofak-
torprodukt AdoHcy (2) gezeigt, in grau andere Doma¨nen und die fu¨r Dim-5 typischen Zinkionen
(Kugeln).
Schema 1.4 dargestellt. AdoMet (1) wird in der SET-Doma¨ne so gebunden, dass es U-fo¨rmig
vorliegt und die Methylgruppe in den hydophoben Kanal hereinreicht, von dessen anderer Seite
das Lysinsubstrat bindet. [29] Die positive Ladung von AdoMet (1) wird dabei durch deproto-
niertes Tyrosin im aktiven Zentrum stabilisiert. Die beno¨tigte Deprotonierung des Ziellysins
wird durch weitere Tyrosinreste gewa¨hrleistet. [29] Ein Tyrosinrest platziert die ε-Aminogruppe
von Lysin so, dass das freie Elektronenpaar in Richtung der Methylgruppe zeigt. [40] Durch
C-H—O Wasserstoffbindungen mit Tyrosin und Ru¨ckgrat-Carbonylen wird die Methylgruppe
H
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Schema 1.4: Katalytische Rolle der Tyrosine im aktiven Zentrum der MTase Dim-5. Nach Zhang
et al., 2003. [37]
8
1.2. Methylierung von Histonen und anderen Proteinen
von AdoMet (1) so positioniert, dass sie auf einer Linie mit dem Sulfoniumzentrum und dem
ε-Amin liegt. Nur so kann die Methylierung ablaufen. [41] Ob eine SET-MTase mono-, di- oder
trimethyliert, ha¨ngt vom sogenannten F/Y-Schalter ab. Ist an dieser Position im aktiven Zen-
trum Phenylalanin, so handelt es sich um eine Di- und Trimethyltransferase (z.B. Dim-5). Ist
dort ein sterisch anspruchsvolleres Tyrosin lokalisiert, kann die MTase nur monomethylieren
(z.B. Set7/9). [37]
Effektormoleku¨le binden Lysin aufgrund verschiedener Wechselwirkungen. Lysin liegt bei phy-
siologischem pH-Wert protoniert vor. Mit zunehmender Methylierung steigt die Hydrophobi-
zita¨t und der Ionenradius der Lysinmethylammoniumgruppe. Zusa¨tzlich sinkt die Fa¨higkeit, als
H-Bru¨cken-Donor zu wirken. Trimethyllysin schließlich ist dauerhaft positiv geladen und kann
keine H-Bru¨cken ausbilden. [42,43] Der Methylierungsstatus eines Lysins wird je nach Effektor-
doma¨ne durch verschiedene Mechanismen erkannt. Ein ho¨herer Methylierungsstatus wird meist
an der Oberfla¨che erkannt. Geringere Methylierungen werden in einer Ho¨hle im Inneren gebun-
den, da so durch sterische Hinderung vermieden wird, dass auch ho¨here Methylierungen gebun-
den werden. Die Bindungsstelle ist oft in Form eines
”
aromatischen Ka¨figs“ aufgebaut, der die
positive Ladung durch Kationen-pi-Wechselwirkungen bindet. Unmethylierte oder monomethy-
lierte Lysine werden eher durch Wasserstoffbru¨cken gebunden. Zusa¨tzlich binden die meisten
Effektoren die umgebende Sequenz, um die korrekte Modifikationsposition zu erkennen. [42]
Im Rahmen der Histonmodifikationen wirkt sich die Methylierung von Lysin abha¨ngig von der
Position entweder reprimierend (H3K9, K27, H4K20) oder aktivierend (H3K4, K36, K79) auf
die Transkription aus. [11] Es kommt auch zur gegenseitigen Beeinflussung (siehe auch Abb. 1.3,
S. 4). Stark wirkt sich die Methylierung an H3K9 aus, die nicht nur die Phosphorylierung von
H3S10 und Methylierung von H3K4 verhindert, sondern auch viele Acetylierungen an Histon
H3 und H4. [44] Es werden nun – neben den MLL-MTasen – die Histon-MTasen vorgestellt, die
in dieser Arbeit Verwendung finden.
Die H3K4-Methyltransferasen MLL und Set7/9
Es sind einige humane H3K4-MTasen bekannt, die unterschiedlich viele Methylgruppen
u¨bertragen. [25] Erwa¨hnt werden sollen hier MTasen der SET1-Familie (KMT2A-E), besser be-
kannt unter dem Namen MLL (mixed lineage leukemia), die Teil gro¨ßerer Komplexe sind.
Wa¨hrend es bei Hefen einen Komplex gibt (COMPASS), sind bei Menschen drei verschiedene
Komplexe mit unterschiedlichen MLL-Isoformen und Untereinheiten bekannt. [45] Die MTase-
Aktivita¨t der verschiedenen MLL-Isoformen ist immer abha¨ngig von einer gro¨ßeren Anzahl an
Bindungspartnern. MLLs sind fru¨h in den Fokus geru¨ckt, da es sich hierbei um Protoonkoge-
ne handelt, die in Zusammenhang mit Leuka¨mie stehen. Eine aktivierende H3K4-Methylierung
durch MLL findet an definierten Genen in Zusammenhang mit der fru¨hen Entwicklung statt. [46]
Auch die Set7/9 (KMT7)-vermittelte Monomethylierung von H3K4 (H3K4me1) aktiviert die
Transkription der benachbarten Gene, indem der methylierte N-Terminus z.B. nicht mehr vom
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Histondeacetylase-Komplex NuRD erkannt wird. [47] Des Weiteren verhindert die Methylierung
an H3K4 die reprimierende Methylierung an H3K9. [48] Set7/9 methyliert zusa¨tzlich viele Nicht-
Histonsubstrate. Dies wird in Abschnitt 1.2.5 na¨her beschrieben.
H3K9-Methyltransferasen Clr4, G9a und Dim-5
Die Methylierung von H3K9 ist eine Markierung fu¨r konstitutives Heterochromatin, die re-
primierteste Form von Chromatin. Hiermit ko¨nnen ganze Genbereiche ausgeschaltet werden,
z.B. bei der Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms bei weiblichen Sa¨ugetieren. [19] In Hefe
wird Heterochromatin durch einen Komplex mit der H3K9-MTase Clr4 (KMT1) gebildet. [49]
Clr4 bindet dabei mit seiner Chromodoma¨ne die gleiche Markierung, die es setzt. [18] Beim
Menschen wird der analoge Prozess durch G9a (KMT1C) vermittelt, die mit der SET-Doma¨ne
H3K9me1 und me2 bildet und dieses durch ihre Ankyrin-Doma¨ne erkennt. Außerdem bindet
HP1 (Heterochromatin-Protein 1) H3K9me2 und me3 mit einer Chromodoma¨ne in der Pro-
motorregion benachbarter Gene und fu¨hrt (meist) zur Repression der Transkription. [11] Auch
Dim-5 (N. crassa) ist eine H3K9-Trimethyltransferase. [40] Diese MTase vermittelt zwischen
Histon- und DNA-Methylierung. [50] H3K9me3 wird auch hier von HP1 gebunden, das darauf-
hin eine DNA-MTase rekrutiert. [51]
1.2.3 Argininmethylierung
Protein-Arginin-MTasen (PRMT) werden fortfu¨hrend nummeriert, wobei bis jetzt PRMT1 bis
PRMT9 beschrieben sind. Viele der PRMT methylieren zusa¨tzlich zu den Histonen Nicht-
Histon-Substrate (siehe Abschnitt 1.2.5). Es gibt in Bezug auf die katalytische Aktivita¨t vier
verschiedene Typen von PRMT. Wa¨hrend Typ I, II und III den terminalen Stickstoff der Guani-
diniumgruppe methylieren, kann Typ IV das ε-Stickstoffatom methylieren (siehe Schema 1.5).
Diese Modifikation kommt jedoch allein in Hefen vor. [52] Die Dimethylierung der terminalen
Stickstoffe wird asymmetrisch von Typ I und symmetrisch von Typ II katalysiert. Die asymme-
trische Dimethylierung ist die ha¨ufigste Form. [53]
Der Mechanismus der Argininmethylierung la¨uft im Wesentlichen analog zur Lysinmethylie-
rung ab. Das aktive Zentrum ist z.B. bei PRMT1 in Form eines Kanals durch das Enzym auf-
gebaut, auf dessen einer Seite die Methylgruppe von AdoMet (1) und auf dessen anderer Seite
die Argininseitenkette Platz findet. Die Guanidiniumgruppe wird durch H-Bru¨cken mit konser-
vierten Glutaminsa¨ure-Resten fixiert, die gleichzeitig die Deprotonierung ermo¨glichen. [29] Die
Dimethylierung erfolgt nicht prozessiv. Da die meisten PRMTs nur als Dimer katalytisch aktiv
sind, wird jedoch davon ausgegangen, dass das initiale Methylierungsprodukt in der zweiten
Untereinheit dimethyliert wird. [54]
Analog zu Methyllysin resultiert die Methylierung an der Guanidiniumgruppe von Arginin in
einem vera¨nderten H-Donor-Verhalten, was von Effektoren erkannt werden kann. Es wird pos-
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Schema 1.5: Die Methylierung von Arginin in Proteinen durch verschiedene PRMT-Typen.
tuliert, dass PHD-Finger- und Tudordoma¨nen methyliertes Arginin erkennen (siehe Abbildung
1.5 A), jedoch sind die Daten noch nicht besta¨tigt, bzw. unvollsta¨ndig. [32] Argininmethylierun-
A: Rekrutieren von Methylarginin-Effektoren.
B: Blockieren von Methyllysin-Effektoren.
Abbildung 1.5: Wirkungen der Argininmethylierung der N-Termini der Histone. Aus Di Loren-
zo und Bedford, 2011. [32] Punkte: Anzahl der Methylgruppen, untereinander: asymmetrische,
nebeneinander: symmetrische Methylierung.
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gen ko¨nnen auch das Binden anderer Effektormoleku¨le an methylierte Lysine in der Na¨he unter-
dru¨cken (siehe Abbildung 1.5 B). So verhindert die asymmetrische Dimethylierung von H3R2
durch PRMT6 die Methylierung an H3K4 und das Binden von Methyleffektoren an H3K4me.
Damit ist die aktivierende Wirkung der H3K4-Methylierung inhibiert. [55,56] Es wird in diesem
Zusammenhang ein Arginin/Lysin-Methyl/Methyl-Schalter postuliert. [57]
An Histon H3 werden R2, R8, R17 und R26 methyliert, die sich je nach Position aktivierend
(H3R17 oder R26) oder reprimierend (H3R2 oder R8) auf die Transkription auswirken. An
Histon H4 und H2A wird jeweils R3 methyliert, da die ersten fu¨nf Aminosa¨uren identisch sind.
Je nachdem, ob die Methylierung symmetrisch (u.a. durch PRMT5) oder asymmetrisch (u.a.
durch PRMT1) erfolgt, ist sie reprimierend bzw. aktivierend. [32]
1.2.4 Demethylierungen
Proteinmethylierungen galten lange als irreversibel und eine Entfernung nur durch den Aus-
tausch der Histone in den Nucleosomen mo¨glich. Erst 2004 wurde mit LSD1 (oder KDM1)
die erste Histondemethylase (HDM) aufgereinigt und charakterisiert. [58] Inzwischen sind HDM
sowohl fu¨r Methyllysin als auch -arginin beschrieben und Kristallstrukturen vorhanden. [59]
Lysindemethylasen
Aufgrund der Sta¨rke der C–N-Bindung muss Methyllysin oxidativ demethyliert werden. [59] Die
Demethylierung verla¨uft entweder u¨ber die Bildung eines Imin-Intermediats oder durch die di-
rekte Oxidation der Methylgruppe (siehe Schema 1.6). Im ersten Fall, z.B. bei LSD1, wird die
Reaktion von FAD-abha¨ngigen Aminoxidasen katalysiert. Methyllysin wird hier zuna¨chst mit
Hilfe von FAD zum korrespondierenden Imin oxidiert, das dann unter Formaldehydabspaltung
hydrolysiert wird (siehe Schema 1.6, oben). [8] Enzyme dieser Klasse ko¨nnen wegen des Imin-
intermediats nur Mono- und Dimethyllysin demethylieren.
Die zweite Klasse von Demethylasen ermo¨glicht auch die Demethylierung von Trimethylly-
sin. Weniger methylierte Lysine ko¨nnen auf diese Weise auch demethyliert werden. [59] Sie
entha¨lt Enzyme mit einer JmjC-Doma¨ne, wie z.B. JHDM1 (aus Hefe). Hier werden Fe(II) und
α-Ketoglutarat als Cofaktoren eingesetzt. Methyllysin wird zu Hydroxymethyllysin oxidiert,
das dann zu Lysin und Formaldehyd hydrolysiert wird (siehe Schema 1.6, unten). [8]
Demethylasen entfernen die Methylierung der Histone und haben daher die entgegengesetz-
te Wirkung zu den entsprechenden MTasen. LSD1 ist z.B. eine Untereinheit vieler Komple-
xe, u.a. auch einiger Deacetylasekomplexe und reprimiert die Genexpression durch die Deme-
thylierung von H3K4me1 und me2. [58] Interagiert LSD1 jedoch mit dem Androgen-Rezeptor
(AR), so wird stattdessen H3K9me1 und me2 demethyliert, was in einer Genaktivierung resul-
tiert. [60] Die Mitglieder der JmjC-Familie sind diverser als die der LSD-Familie. Sie enthalten
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Schema 1.6: Oxidative Demethylierung von Methyllysin in Proteinen. Oben: Demethylierung
durch Aminoxidasen wie z.B. LSD1 mit FAD unter Bildung eines Imins. Unten: Demethylierung
durch JHDM1 mit einer JmjC-Doma¨ne mit der Bildung von Hydoxymethyllysin als Zwischenstu-
fe.
zusa¨tzliche Doma¨nen fu¨r eine genauere Sequenzspezifita¨t. JHDM1 ist die erste isolierte HDM
mit JmjC-Doma¨ne. Sie demethyliert H3K36me1 und me2. [61]
Arginindemethylasen
Auch die Methylierung von Arginin kann auf zwei Wegen ru¨ckga¨ngig gemacht werden.
Peptidylarginin-Deiminasen (PADI) ko¨nnen sowohl Arginin als auch Methylarginin zu Citrullin
umwandeln (siehe Schema 1.7, oben). Hierbei handelt es sich jedoch nicht im echten Sinn um
eine Demethylase. [8] Die vorhergehende Deiminierung verhindert zusa¨tzlich die Methylierung
an dieser Position. Beide Mo¨glichkeiten sind fu¨r PADI4 beschrieben, die der PRMT CARM1
entgegenwirkt und damit die hormoninduzierte Genexpression reprimiert. [62] Dimethylarginin
dagegen kann nicht demethyliminiert werden.
Erst 2007 wurde mit JMJD6 ein Mitglied der JmjC-Familie identifiziert, das die echte Demethy-
lierung von Methylarginin katalysiert (siehe Schema 1.7, unten). [63] Der Mechanismus verla¨uft
analog zur Demethylierung von Methyllysin ab. JMJD6 kann auch symmetrisches Dimethylar-
ginin demethylieren, z.B. H3R2me2 und H4R3me2. Es werden jedoch auch andere Funktionen
von JMJD6 beschrieben. [64]
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Schema 1.7: Oxidative Demethylierung von Arginin in Proteinen. Oben: Umwandlung von Me-
thylarginin in Citrullin. Unten: Demethylierung durch JMJD6 mit einer JmjC-Doma¨ne mit der
Bildung von Hydroxymethylarginin als Zwischenstufe.
1.2.5 Methylierung von Nicht-Histonproteinen
Fu¨r viele der urspru¨nglich als HMT entdeckten Enzyme sind inzwischen Substrate bekannt, die
keine Histone sind. [65,66] PRMTs sind sogar meist zuerst in anderen Zusammenha¨ngen als der
Histonmethylierung charakterisiert worden. [53] Generell werden mehr und mehr PTM an Nicht-
Histonproteinen entdeckt. [67] So sind die Modifikationen an p53 a¨hnlich divers wie die der
Histone. [68] Auch Demethylasen fu¨r andere Proteine sind bekannt. Diese Erkenntnisse spiegeln
sich darin wider, dass zusa¨tzlich zum Histoncode auch ein Proteincode postuliert wird. [69]
Funktion der Methylierung an Nicht-Histonproteinen
Die Funktion der Methylierung anderer Proteine ist a¨hnlich komplex wie die der Histone.
Manche Methylierungen beeinflussen die enzymatische Aktivita¨t der Proteine. So kann auf-
grund der Methylierung von TAF10 an K189 durch die KMT Set7/9 dessen Interaktion mit
der RNA-Polymerase II signifikant erho¨ht werden, was sich stimulierend auf die Transkrip-
tion auswirkt. [70] Andere Beispiele sind die Methylierung vom Transkriptionsfaktor C/EBPβ
an K39 durch G9a, welche dessen Fa¨higkeit, Genexpression zu aktivieren, unterdru¨ckt, [71] und
die Methylierung des Ribonucleoproteins hnRNP K an verschiedenen Argininen durch PRMT1,
welche die Interaktion mit einer Tyrosinkinase inhibiert. [72]
Außerdem kann eine Methylierung die Stabilita¨t von Proteinen beeinflussen. [73,74] Dies wieder-
um kann auf zwei Weisen funktionieren: Einerseits kann die Methylierung mit anderen Modifi-
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kationen an der gleichen Position konkurrieren, z.B. mit der Ubiquitinierung, die die Proteinsta-
bilita¨t kontrolliert. Dies wu¨rde zu stabilisierten Proteinen fu¨hren. Auf der anderen Seite ko¨nnen
durch die Methylierung neue Bindungsstellen fu¨r Ubiquitinligasen entstehen, deren Aktivita¨t
zur Destabilisierung und zum Abbau des Proteins fu¨hren. [73] Beide Effekte sind bei der Methy-
lierung durch Set7/9 beschrieben. Wird p53 an K372 methyliert, so wirkt sich dies stabilisierend
aus, [75] wa¨hrend sich die Methylierung der DNA-MTase DNMT1 an K142 negativ auf deren
Stabilita¨t auswirkt. [76]
Ein weiterer Effekt der Methylierung wird auch als Phosphorylierungs-/Methylierungs-Schalter
bezeichnet. Ist der Tumorsuppressor pRb hypophosphoryliert, bindet er eine Reihe von Tran-
skriptionsfaktoren, die durch pRb-Phosphorylierungen wieder gelo¨st werden. Wird pRb jedoch
an K810 innerhalb einer Kinase-Erkennungssequenz von Set7/9 methyliert, so kann er nicht
phosphoryliert werden. Die Transkriptionsfaktoren ko¨nnen dann nicht von pRb abgelo¨st wer-
den und die Transkription ist reprimiert. Erst nach einer Demethylierung kann pRb wieder phos-
phoryliert werden und damit die Transkription aktivieren. [77] Auch bei DNMT1 ist ein solcher
Schalter bekannt, an dem Set7/9 beteiligt ist. [78]
Die Substratspezifita¨ten der Lysin-MTasen G9a [79] und Set7/9 [80] und der Arginin-MTase
PRMT1 [53] sind sehr breit. Es sind weitere Histon-MTasen bekannt, die auch Nicht-
Histonsubstrate methylieren. [69,81] Wa¨hrend G9a und Set7/9 urspru¨nglich als spezifische
Histon-MTasen charakterisiert wurden, ist PRMT1 zuna¨chst in Verbindung mit anderen Me-
thylierungen gefunden worden. PRMT1 ist fu¨r ca. 85% aller Argininmethylierungen der Zelle
verantwortlich. [82] Generell werden von Glycinresten umgebene Arginine dimethyliert, [83] was
auch auf Histon H4R3 bzw. H2AR3 zutrifft. PRMT1 methyliert einige heteronuclea¨re Ribo-
nucleoproteine (hnRNPs), u.a. hnRNP K, [72] und dient oft als transkriptionaler Coaktivator. [81]
Methylierung prokaryotischer Proteine
Auch in prokaryotischen Zellen, die keine Histone enthalten, sind Proteinmethylierungen be-
kannt. So werden z.B. Proteine der Translation vielfach methyliert. [84] Oft kennt man die me-
thylierten Proteine, wa¨hrend die zugeho¨rige MTase unbekannt ist. Eine Ausnahme bildet z.B.
die MTase PrmA, die das ribosomale Protein L11 an drei verschiedenen Lysinresten trimethy-
liert. [85]
Neben Lysin und Arginin wird auch Glutamin verschiedener ribosomaler Proteine methyliert
(siehe Schema 1.8). [84] Hier ist die Glutamin-MTase PrmC (fru¨her HemK) zu erwa¨hnen, die
im Rahmen dieser Arbeit verwendet wird. PrmC ist neben PrmB die erste bekannte Glutamin-
MTase aus E. coli und methyliert die release Faktoren (RF) RF1 und RF2. [86] Ein RF erkennt
im Ribosom das Stopcodon und fu¨hrt so zur Peptidyl-tRNA-Hydrolyse. Im dafu¨r essentiellen
GGQ-Motiv wird sowohl bei Prokaryoten als auch bei Eukaryoten Glutamin methyliert, was
die Abspaltung des Peptids vom Ribosom stimuliert. [87] In E. coli K12-Sta¨mmen tra¨gt RF2 ei-
ne Mutation. Durch diese Mutation muss RF2 methyliert werden, um aktiv zu sein. [88] PrmC
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ist nur auf Minimalmedium essentiell. Dies spricht dafu¨r, dass die RF-Methylierung nur bei be-
stimmten Proteinen wichtig ist. [88] PrmC besteht aus zwei Doma¨nen. Die C-terminale Doma¨ne
hat das gleiche Strukturmotiv wie Klasse I-MTasen [30] und die N-terminale Doma¨ne dient der
Erkennung von RF1. [89]
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Schema 1.8: Die Methylierung von Glutamin in Proteinen.
Andere prokaryotische MTasen schließen CheR und PIMT ein. Der bakterielle Asparaginsa¨ure-
Chemorezeptor Tar wird von der MTase CheR an Glutaminsa¨ure-Resten methyliert und von
der Methylesterase CheB demethyliert. [90] Unmethyliert ist Tar ein Warmsensor, methyliert ein
Kaltsensor. [91] Die Protein-Isoasparaginsa¨ure-MTase PIMT ist im Zusammenhang mit dem Al-
tern von Proteinen beschrieben worden. [92] Von ihr sind auch Isoformen in humanen Zellen
bekannt. [93]
1.3 S-Adenosyl-L-methionin und Analoga
Die Quelle der Methylgruppe fu¨r die enzymatische Methylierung (siehe Schema 1.2, S. 6) ist
in den meisten Fa¨llen der Cofaktor S-Adenosyl-L-methionin (1, AdoMet, SAM). [94] Dieser
ist an so vielen Reaktionen im Metabolismus beteiligt, dass er essentiell fu¨r den Organismus
ist. [95] Pro Tag werden beim Menschen ca. 6 – 8 g AdoMet (1) in der Leber synthetisiert und
verbraucht. [96]
1.3.1 Eigenschaften von S-Adenosyl-L-methionin
AdoMet (1) wird enzymatisch durch die Methionin-Adenosyltransferase (MAT, auch AdoMet-
Synthetase) aus Methionin und ATP synthetisiert (siehe Schema 1.9). [96] Ca. 85% der ta¨glichen
Methioninaufnahme werden in AdoMet (1) umgewandelt. Nach erfolgtem Methyltransfer wird
AdoHcy (2) zu Adenosin und Homocystein (3) hydrolysiert. Homocystein (3) wird durch die
Methioninsynthetase mit Methyltetrahydrofolat und Vitamin B12 zu Methionin (4) methyliert,
das wiederum in der Synthese von AdoMet (1) eingesetzt werden kann (siehe Schema 1.9). [97]
Das Sulfoniumzentrum von AdoMet (1) ist asymmetrisch substituiert und nur das S -Epimer
ist biologisch aktiv. [99] Alle Substituenten sind durch die relative Elekronenarmut aufgrund
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Schema 1.9: Der Stoffwechselweg von AdoMet (1) im Methylierungszyklus. [98] Nu−: Nucleo-
phil.
des Sulfoniumzentrums gegenu¨ber einem nucleophilen Angriff aktiviert und werden in ver-
schiedenen Reaktionen u¨bertragen. [98] So ist AdoMet (1) z.B. ein Vorla¨ufermoleku¨l von Poly-
aminen wie Spermidin (decarboxylierter Methioninteil). [100] AdoMet (1) kann auch zu einem
5’-Desoxyadenosin-Radikal reagieren, das wiederum in der Lage ist, Wasserstoff von anderen
Moleku¨len zu abstrahieren. Ein Beispiel dafu¨r ist die posttranslationale Oxidation von Cystein
zu Formylglycin im aktiven Zentrum einiger Enzyme. [101]
Der Angriff der N-, C-, O- oder S-Nucleophile auf die aktivierte Methylgruppe und damit die
Methylierung mit AdoMet (1) verla¨uft u¨ber einen SN2-Mechanismus (siehe Schema 1.10 A).
Die enzymatische Katalyse besteht darin, dass einerseits die Reaktanden in einer ra¨umlichen
Na¨he zueinander angeordnet werden und andererseits die Umgebung so beschaffen ist, dass die
Nucleophilie der Angreifer und Elektrophilie der Methylgruppe erho¨ht wird.
1.3.2 Synthetische AdoMet-Analoga
Das hohe Gruppenu¨bertragungspotential von AdoMet (1) legt es nahe, mit synthetischen
Analoga von AdoMet (1) andere Gruppen zu u¨bertragen und so spezifische Markie-
rungsmo¨glichkeiten fu¨r DNA, RNA und Proteine zu entwickeln. AdoMet (1) kann chemisch
an vielen Positionen vera¨ndert werden. Jedoch sind viele dieser Analoga, wie z.B. Sinefun-
gin, potente Inhibitoren der Methylierung. [102] Die Entwicklung von Analoga, die weiterhin
mit MTasen aktiv sind, ist nicht einfach. Enzyme mu¨ssen trotz eingefu¨hrter Modifikationen das
Analogon binden und die ¨Ubertragungsreaktion katalysieren ko¨nnen.
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Schema 1.10: Die Modifikation einer nucleophilen Zielposition (Nu−) mit AdoMet (1) bzw.
Aziridin-Analoga. A: Methylierung von Nucleophilen mit AdoMet (1) unter Freisetzung von
AdoHcy (2), B: Modifikation mit N-Adenosylaziridin 5, C: Modifikation mit dem Aziridinium-
Analogon 6, das in situ aus dem N-Lost-Analogon 7 entsteht.
Aziridin(ium)-Analoga
Dennoch sind Analoga bekannt, die mit einigen MTasen aktiv sind. Hier sind zuna¨chst Aziridin-
Analoga zu nennen, z.B. N-Adenosylaziridin (5). [103] Bei diesen Analoga ist Methionin gegen
einen Aziridinring ausgetauscht (siehe Schema 1.10 B). Nach der nucleophilen ¨Offnung des
protonierten Aziridinrings ist das Cofaktoranalogon mit dem Substrat gekuppelt. Durch Modi-
fikation an C8 oder N6 von Adenosin ko¨nnen so verschiedene Gruppen in einem Schritt auf Sub-
strate u¨bertragen werden. [104,105] Einige DNA-MTasen, z.B. M. TaqI, ko¨nnen mit diesen Cofak-
toranaloga kurze DNA-Doppelstra¨nge oder auch Plasmid-DNA sequenzspezifisch mit Repor-
tergruppen wie Fluorophoren oder Biotin markieren. Diese Methode wird auch also
”
SMILing
DNA“ bezeichnet (Sequence specific Methyltransferase Induced Labelling of DNA ). Nach der
¨Ubertragung bleibt die MTase am Substrat-Cofaktoranalogon-Addukt gebunden und kann erst
durch Denaturierung entfernt werden. Daher muss die MTase in sto¨chiometrischen Mengen zu-
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gegen sein. Dies ermo¨glicht zusa¨tzlich die Untersuchung der beteiligten MTase.
Ein Aziridinring kann auch auf andere Weise in Analoga von AdoMet (1) eingefu¨hrt werden.
Das N-Lost-Analogon 7 von AdoMet (1) bildet in protischen Lo¨sungsmitteln das Aziridinium-
Analogon 6. Dieses kann analog zu N-Adenosylaziridin (5) von MTasen auf Substrate
u¨bertragen werden (siehe Abb. 1.10 C). [106,107]
Cofaktoranaloga mit einem Aziridinring sind mit der Lysin-MTase Dim-5 nicht aktiv, wahr-
scheinlich, weil das hohe pH-Optimum der MTasen keine Protonierung des Aziridinrings
zula¨sst. [108] Das Aziridinium-Analogon 6 kann aber von der Protein-MTase PRMT1 mit Pep-
tidsubstraten umgesetzt werden. [107]
AdoMet-Analoga mit verla¨ngerter Seitenkette
Durch die AdoMet-Synthetase kann neben L-Methionin auch L-Ethionin und L-Propionin mit
ATP gekuppelt werden. So entstehen die Cofaktoranaloga S-Adenosyl-L-ethionin (AdoEth, 8)
und S-Adenosyl-L-propionin (AdoProp, 9), die verla¨ngerte Seitenketten aufweisen (siehe Abb.
1.6). [109,110]
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Abbildung 1.6: Beispiele von Cofaktoranaloga mit verla¨ngerten Seitenketten: AdoEth (8), Ado-
Prop (9) und AdoPropen (10). Die enzymatische ¨Ubertragung verla¨uft analog zur ¨Ubertragung
der Methylgruppe (siehe Schema 1.10 A).
Cofaktoranaloga mit noch la¨ngeren Seitenketten mu¨ssen durch chemoselektive Alkylierung
synthetisiert werden (siehe Schema 1.11). Diese Synthese erfolgt unter sehr sauren Bedingun-
gen (1:1-Mischung aus Ameisensa¨ure und Essigsa¨ure) aus AdoHcy (2) und der aktivierten Sei-
tenkette. [111] Diese Bedingungen sind no¨tig, um alle nucleophilen Positionen mit Ausnahme
des Schwefels durch Protonierung zu schu¨tzen. Um einer Depurinierung entgegenzuwirken,
kann der Synthese zusa¨tzlich 1 Teil Wasser hinzugegeben werden (Michael Martin, perso¨nliche
Mitteilung). Im Gegensatz zur enzymatischen Synthese wird in der chemischen Synthese ein
Epimerengemisch in Bezug auf das neu gebildete Stereozentrum am Schwefelatom produziert,
das nicht in allen Fa¨llen aufgetrennt werden kann.
Mit dieser Synthese ko¨nnen fast beliebige Seitenketten mit AdoHcy (2) gekuppelt werden,
solange sie unter den beno¨tigten Bedingungen stabil und aktivierbar sind. Jedoch sinkt die
¨Ubertragungsgeschwindigkeit der Modifikationsreaktion drastisch mit der La¨nge der Seiten-
kette, was mit dem gro¨ßeren sterischen Anspruch der Seitenkette begru¨ndet wird. [110] Die-
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Schema 1.11: Chemische Synthese verschiedener AdoMet-Analoga aus AdoHcy (2). X: Halo-
genid oder aktivierte Alkohole, z.B. Tosylat.
ser ungu¨nstige sterische Effekt kann durch die Verwendung solcher Cofaktoranaloga aufge-
hoben werden, die in β-Position zum Sulfoniumzentrum ungesa¨ttigt sind. [112] So la¨uft die
¨Ubertragungsreaktion von DNA-MTasen mit AdoProp (9) fast gar nicht, mit AdoPropen (10,
Abb. 1.6) jedoch sehr gut ab. [112]
Der Aktivierungsschub von AdoPropen (10) entsteht durch konjugative Stabilisierung des SN2-
¨Ubergangszustandes durch die Doppelbindung in β-Position (siehe Schema 1.12). Die fu¨r SN2-
Reaktionen typische Inversion der Konformation erfolgt durch eine Umhybridisierung des an-
gegriffenen C-Atoms von sp3 u¨ber sp2 zu sp3. Das kurzzeitig entstehende p-Orbital kann durch
Wechselwirkung mit den pi-Orbitalen der ungesa¨ttigten Seitenkette im ¨Ubergangszustand stabi-
lisiert werden, was die ¨Ubertragung erleichtert. [112] Aufgrund dieser zusa¨tzlichen Aktivierung
werden diese Cofaktoranaloga als doppelt aktiviert bezeichnet.
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Schema 1.12: Vorgeschlagene Stabilisierung des ¨Ubergangszustands bei der ¨Ubertragung
von Seitenketten doppelt aktivierter Cofaktoranaloga.
Durch die doppelte Aktivierung ko¨nnen MTasen la¨ngere Seitenketten trotz ihrer ungu¨nstigen
sterischen Effekte u¨bertragen – vorausgesetzt, eine Bindung im aktiven Zentrum ist mo¨glich.
Bis jetzt wurden Seitenketten mit einer La¨nge von mehr als 10 Atomen von DNA-MTasen, z.B.
M. TaqI oder M. HhaI, u¨bertragen. [113] Die direkte ¨Ubertragung von Fluorophoren oder Biotin
ist bis heute jedoch noch nicht realisiert.
Soll eine detektierbare Markierung erfolgen, so muss eine zweistufige Markierungsstrategie an-
gewandt werden (siehe auch Abschnitt 1.4). So kann z.B. DNA spezifisch durch MTasen mit
terminalen Aminogruppen funktionalisiert und durch eine nachfolgende Reaktion mit amin-
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reaktiven Fluorophoren markiert werden. [113] Dieses Verfahren wird als mTAG bezeichnet
(methyltransferase-directed Transfer of Activated Groups). Theoretisch ko¨nnen auf diese Weise
beliebige funktionelle Gruppen mit Biomoleku¨len gekuppelt werden.
Wa¨hrend einige DNA-MTasen aufgrund der eher oberfla¨chlich lokalisierten Cofaktorbindungs-
tasche auch Cofaktoranaloga mit relativ sperrigen Seitenketten u¨bertragen ko¨nnen, [114] ist dies
mit Protein-MTasen aufgrund des engen Methyltransferkanals nur bedingt mo¨glich. Hier gilt
auch fu¨r die doppelt aktivierten Cofaktoranaloga: je kleiner, desto aktiver. Zusa¨tzlich ist die An-
zahl an funktionellen Gruppen, die fu¨r die ¨Ubertragung auf Proteine sinnvoll sind, begrenzt,
da viele reaktive Gruppen, z.B. Amine oder Thiole, natu¨rlicherweise in Proteinen vorkom-
men. Daher wurden die Cofaktoranaloga AdoPropin (11) [115] und AdoEnIn (12) [116] entwickelt
(siehe Abb. 1.7), deren Alkingruppe in der Kupfer-katalysierten Alkin-Azid-1,3-Cycloaddition
(CuAAC) spezifisch mit Aziden umgesetzt werden kann (siehe Abschnitt 1.4). [116,117] Wa¨hrend
AdoPropin (11) unter basischen Bedingungen, die fu¨r die Proteinmethylierung no¨tig sind,
sehr schnell durch Wasseraddition inaktiviert wird, [116,118,119] ko¨nnen verschiedene Lysin- und
RNA-MTasen AdoEnIn (12) als Cofaktor verwenden. [116,120]
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Abbildung 1.7: Beispiele doppelt aktivierter Cofaktoranaloga mit terminaler Alkingruppe in der
Seitenkette, die von Protein-MTasen u¨bertragen werden ko¨nnen. Dargestellt sind AdoPropin
(11), AdoEnIn (12) und Hey-SAM (13).
Die ¨Ubertragungsfa¨higkeit von MTasen fu¨r Cofaktoranaloga mit verla¨ngerten Seitenketten kann
gesteigert werden, indem durch Mutationen der Raum im engen aktiven Zentrum vergro¨ßert
wird. Islam et al., 2011, mutierten das aktive Zentrum von G9a in der Weise, dass diese mit
dem von ihnen entwickelten Cofaktoranalogon Hey-SAM (13, Abb. 1.7) aktiv ist. [118] Hey-
SAM (13) wird vom Wildtyp und anderen MTasen nicht akzeptiert. Dies ermo¨glicht die selekti-
ve Modifikation von G9a-Substraten ohne Hintergrundsignale durch andere MTasen. Zusa¨tzlich
ist die Aktivita¨t dieser G9a-Mutante mit AdoMet (1) drastisch reduziert. Analog wurde auch mit
PRMT1 verfahren. [121] Statt jedoch die Enzyme zu vera¨ndern, ko¨nnen auch die Cofaktoranalo-
ga weiter verbessert werden.
Selenonium- statt Sulfonium-Zentrum
AdoMet (1) kann aus chemischer Sicht auch als eine durch AdoHcy (2) aktivierte Methylgruppe
beschrieben werden. Eine sta¨rkere Aktivierung der Methylgruppe kann bei Methylierungsrea-
genzien durch den Austausch von Schwefel mit dem ho¨heren Chalkogen Selen erreicht werden
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(siehe Abb. 1.8). [122] Auch das Selen-Analogon von AdoMet (1), SeAdoMet (15), kann syn-
thetisiert werden. Die MTase CFA-Synthetase u¨bertra¨gt die Methylgruppe von SeAdoMet (15)
schneller als von AdoMet (1). [123] Dies passt zu der gro¨ßeren Instabilita¨t des Cofaktors, der
bedeutend schneller in Homoserin-Lacton und 5’-Methylselenoadenosin zerfa¨llt. [124]
Se
N
NN
N
NH2
O
OH OH
H2N CO2H
Se
N
NN
N
NH2
O
OH OH
H2N CO2H
Se
N
NN
N
NH2
O
OH OH
H2N CO2H
14 15 16
Abbildung 1.8: Die Selen-Analoga SeAdoHcy (14), SeAdoMet (15) und SeAdoPropin (16).
In der Synthese von Cofaktoranaloga mit verla¨ngerter Seitenkette und Selenonium-Zentrum
wird zuna¨chst Selenohomocystein hergestellt [125] und zu SeAdoHcy (14) umgesetzt. Anschlie-
ßend wird es analog zu den Schwefelanaloga Se-alkinyliert. [119] Das so synthetisierte SeAdo-
Propin (16) zerfa¨llt analog zu SeAdoMet (15) schnell in 5’-Propinylselenoadenosin (Halbwerts-
zeit: ca. 90 min). Im Gegensatz zu AdoPropin 11 ist es jedoch aufgrund vera¨nderter elektroni-
scher Bedingungen nicht anfa¨llig fu¨r die Addition von Wasser. [119]
Mit dieser Vielfalt an Cofaktoranaloga ko¨nnen Proteine nun mit terminalen Alkinen modifiziert
werden, die in der Natur so nicht vorkommen. Die alkinmodifizierten Proteine sollen in einem
zweiten Schritt mit Reportergruppen verknu¨pft werden. Dies kann mit sogenannten bioorthogo-
nalen Reaktionen geschehen.
1.4 Bioorthogonale Markierung von Biomoleku¨len
Zur Analyse von Biomoleku¨len, besonders Proteinen, ist es oft no¨tig, diese selektiv zu markie-
ren. Erfolgreich sind in diesem Sinne genetisch fusionierte Markierungen wie das fluoreszie-
rende Protein GFP (green fluorescent protein) oder Hexahistidin-Affinita¨tstags. Fu¨r die post-
translationale Markierung haben sich zweistufige Verfahren mit bioorthogonalen chemischen
Gruppen durchgesetzt (siehe Schema 1.13). [126] Im ersten Schritt wird die chemische Gruppe
enzymatisch auf ein Protein u¨bertragen und im zweiten Schritt mit einer Markierungssubstanz
umgesetzt. [127] Dies hat den Vorteil, dass im erstem Schritt, in der enzymatischen Modifikation,
eine sehr kleine chemische Gruppe in die Proteine eingefu¨hrt wird. Erst durch die Markierung
im zweiten Schritt wird die sterisch anspruchsvollere Reportergruppe angeha¨ngt.
Wa¨hrend der erste Schritt von den jeweiligen biologischen Fragestellungen abha¨ngt, haben sich
fu¨r die Markierung im zweiten Schritt einige wenige Reaktionen als erfolgreich herausgestellt.
Die selektive Verknu¨pfung von Moleku¨len in biologischen Medien stellt chemisch betrachtet
eine große Herausforderung dar. Die Reaktionen mu¨ssen im wa¨ssrigen Medium innerhalb eines
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1. Enzymatische Modifikation 2. Chemische Markierung
Schema 1.13: Die bioorthogonale Reporterstrategie. In einem Proteingemisch (grau) werden
Substrate (schwarz) mit einer chemischen Gruppe (rot) spezifisch modifiziert. Diese reagiert
selektiv mit der Funktionalita¨t (blau) der Reportergruppe (magenta) zu einem markierten Pro-
tein.
kleinen pH-Wert- und Temperaturbereichs ablaufen und du¨rfen nicht durch andere funktionel-
le Gruppen wie Amino-, Carboxy- und Thiolgruppen gesto¨rt werden. Reaktionspartner sind
in sehr geringen Konzentrationen anwesend, sodass hohe Geschwindigkeitskonstanten no¨tig
sind. Kupplungsreaktionen, die unter diesen Bedingungen selektiv ablaufen ko¨nnen, werden als
bioorthogonale Reaktionen bezeichnet. [127,128]
1.4.1 Clickchemie und bioorthogonale Reaktionen
Das Konzept bioorthogonaler Reaktionen kann als Erweiterung des Konzeptes der sogenann-
ten
”
Clickchemie“ gelten. Diese fordert (und entwickelt) Reaktionen mit einfacher Reakti-
onsfu¨hrung, die sich durch hohe Ausbeuten, eine hohe Lo¨sungsmittelvariabilita¨t – am bes-
ten jedoch Wasser –, robuste Substrate und eine einfache Produktisolierung auszeichnen. [129]
Zwar sind mehrere Reaktionen bekannt, die diese Bedingungen erfu¨llen, z.B. nucleophile
¨Offnungen gespannter Ringe wie Epoxide und Aziridine oder Cycloadditionen wie Diels-Alder-
Reaktionen. [130] Jedoch wird die Kupfer-katalysierte Variante der Huisgen 1,3-dipolaren Cyclo-
addition von Aziden und Alkinen (CuAAC) am ha¨ufigsten verwendet (siehe Abschnitt 1.4.2),
und daher oft auch als
”
die Clickreaktion“ bezeichnet. [131]
Die zusa¨tzliche Forderung an bioorthogonale Reaktionen im Vergleich zu Reaktionen der Click-
chemie ist die spezifische Kupplung nicht-aufgereinigter Edukte in Anwesenheit vieler anderer
reaktiver Gruppen. Zusa¨tzlich sind Biomoleku¨le selbst oft anfa¨llig fu¨r Nebenreaktionen oder
instabil in Anwesenheit der Reaktanden und in geringen Konzentrationen im mikro- bis na-
nomolaren Bereich gegenwa¨rtig. Dennoch wurden – neben der CuAAC – eine ganze Reihe
bioorthogonaler Reaktionen entwickelt, die auch diese Kriterien erfu¨llen. [132] Dazu za¨hlen die
Staudinger-Ligation von Aziden mit Phosphinen und die Ligation von Aldehyden mit Hydra-
ziden (siehe Schema 1.14 A und B). [126] Des Weiteren ist die Kupfer-freie, ringspannungsge-
triebene 1,3-dipolare Cycloaddition zu nennen (siehe Schema 1.14 C). [126] Die Kupfer-freie
1,3-dipolare Cycloaddition ist eine unkatalysierte Variante der Huisgen-Reaktion, die dennoch
bei niedrigen Temperaturen und geringen Konzentrationen schnell abla¨uft. [133,134]
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Schema 1.14: Beispiele bioorthogonaler Reaktionen. A: Staudinger-Ligation, B: Ligation von
Aldehyden oder Ketonen mit Hydraziden, C: Ringspannungsgetriebene 1,3-dipolare Cycload-
dition. Rechteck: Biomoleku¨l, Stern: Reportergruppe.
Alkine und Azide zeichnen sich dadurch aus, dass sie in biologischen Medien kaum vorkommen
und stabil sind. Besonders Azide sind inert gegenu¨ber vielen funktionellen Gruppen und auch
molekularem Sauerstoff. [135] Keine der vorgestellten Methoden kann zur Markierung Alkin-
funktionalisierter Biomoleku¨le verwendet werden, die in dieser Arbeit durch die Verwendung
der Analoga von AdoMet (1) mit terminalen Alkingruppen erzeugt werden. Dafu¨r eignet sich
die Kupfer-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition von Aziden und Alkinen (CuAAC).
1.4.2 Die Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC)
Beim Erhitzen bildet sich aus organischen Aziden 17 und terminalen Alkinen 18 in einer [3+2]-
Cycloaddition ein Triazolring (siehe Schema 1.15 A). Diese auch als Huisgen-Cycloaddition
bekannte Reaktion resultiert in einer ca. 1:1-Mischung der 1,4- und 1,5-Regioisomere 19a und
19b und ist chemoselektiv. [136] Durch die Verwendung eines Kupferkatalysators in wa¨ssrigen
Medien kann die Reaktion aufgrund der wesentlich ho¨heren Geschwindigkeit auch bei Raum-
temperatur durchgefu¨hrt werden und es entsteht nur das 1,4-Regioisomer 19a (siehe Schema
1.15 B). [137,138] Die Reaktion ist relativ unabha¨ngig von sogar sterisch anspruchsvollen Sub-
stituenten der Reaktanden und erreicht auch in Anwesenheit anderer funktioneller Gruppen
quantitative Umsa¨tze. [136] In der chemischen Synthese ist die Lo¨slichkeit der Edukte in Wasser
eine Einschra¨nkung, sodass oft Wasser/Alkohol-Gemische eingesetzt werden. [138]
Die Katalyse der CuAAC erfolgt durch Cu(I), das entweder als Cu(I)-Salz zur Reaktionsmi-
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Schema 1.15: 1,3-dipolare Cycloadditionen von Azid 17 und Alkin 18 zur Synthese der Triazole
19a und 19b. A: Huisgen-Cycloaddition, B: Kupfer-katalysierte Cycloaddition.
schung gegeben oder durch Oxidation von Cu(0) bzw. Reduktion von Cu(II) in situ hergestellt
wird. Entscheidend fu¨r den Fortschritt der Reaktion ist jedoch die Aufrechterhaltung einer ho-
hen Cu(I)-Konzentration. Cu(I) disproportioniert leicht zu Cu(0) und Cu(II) und wird schnell
durch molekularen Sauerstoff oxidiert. Daher hat sich die Verwendung von Cu(II)-Salzen durch-
gesetzt, die mit einem ¨Uberschuss an Reduktionsmittel, z.B. Natriumascorbat, reduziert und
vor Oxidation durch Sauerstoff geschu¨tzt werden. So kann die Reaktion ohne Schutzgas durch-
gefu¨hrt werden. [139]
Wa¨hrend die Reaktion
”
klickend“, also einfach abla¨uft, ist ihr Mechanismus nicht konzertiert,
sondern komplex und noch immer kontrovers diskutiert (siehe Schema 1.16). [139,140] Dies liegt
besonders an der Vielzahl der Kupferacetylid-Spezies 21, die in einem schnellen Gleichgewicht
miteinander stehen. Diese Dynamik der Kupferacetylide 21 ko¨nnte jedoch auf der anderen Seite
die Ursache fu¨r die große Adaptierbarkeit der CuAAC an verschiedene Bedingungen sein. [140]
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Schema 1.16: Vorgeschlagener Mechanismus der CuAAC. Nach Hein und Fokin, 2010. [140]
Der Katalysezyklus beginnt mit der exothermen Bildung der Kupferacetylid-Spezies 21 aus
dem Cu(I)-Liganden-Komplex 20 und dem Alkin 18. Hier kann die Bildung polynukla¨rer Kom-
plexe, die nicht mehr zur Triazolbildung zur Verfu¨gung stehen, durch die Anwesenheit von
Wasser verhindert werden. Allerdings wird die Beteiligung eines dinuclea¨ren Kupfer-Liganden-
Komplexes in der Katalyse vorgeschlagen. [140] Das Azid 17 koordiniert nun wahrscheinlich
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u¨ber das nucleophile N1 als σ-Donor mit dem Cu der Kupferacetylid-Spezies 21 und es bildet
sich das Intermediat 22. Dies erho¨ht wiederum die Elektrophilie des terminalen N3, sodass sich
im na¨chsten endothermen Schritt der gespannte Ring 23 bildet. Dies ist die Bildung der ersten
C–N-Bindung, die durch die Kupferkatalyse im Vergleich zur thermischen Reaktion deutlich
begu¨nstigt und meist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist. [141] Die darauf folgende
Bildung von Kupfer-Triazol 24 ist energetisch begu¨nstigt und verla¨uft schnell. Der Katalyse-
zyklus endet mit der Protonierung und Dissoziation des Kupfer-Triazols 24 zur Bildung von
Triazol 19a und der Regeneration des Katalysators 20. [136,140]
Die CuAAC wird durch Verwendung von Liganden fu¨r Cu(I) beschleunigt. Liganden mu¨ssen
so stark an Cu(I) binden, dass die Bildung polymerer Kupferspezies unterbunden wird, jedoch
nicht zu stark, damit das Azid 17 Zugang zur Kupferacetylid-Spezies 21 erha¨lt. [140] Außerdem
wird durch den Liganden die Oxidationsstufe von Cu(I) stabilisiert. [142] Hier haben sich Tris-
Triazol-Liganden wie z.B. tris-(Hydroxypropyltriazolylmethyl)amin (25, THPTA) und tris-
(Benzyltriazolylmethyl)amin (26, TBTA) [142] und Tris-Benzimidazol-Liganden wie z.B. Li-
gand 27 [143] mit ihrem
”
starken“ Donor im Zentrum und schwa¨cheren Donorliganden an den
”
Armen“ als effektiv erwiesen (siehe Abb. 1.9). Zu einer sehr hohen Beschleunigung der Reak-
tion fu¨hrt auch Bathophenanthrolin 28. [144]
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Abbildung 1.9: Effektive Liganden in der CuAAC. Dargestellt sind die Tris-Triazol-Liganden
THPTA (25) und TBTA (26), der Tris-Benzimidazol-Ligand 27 und der Bathophenanthrolinli-
gand 28.
1.4.3 Anwendung bioorthogonaler Reaktionen in der Biologie
Die CuAAC kann auch an Biomoleku¨len durchgefu¨hrt werden. Eine der beiden ersten Publika-
tionen der CuAAC beschreibt z.B. die Reaktion an Peptiden. [137] Die Reaktion in biologischen
Medien ist jedoch komplexer. Biomoleku¨le, besonders Proteine und DNA, ko¨nnen Cu(I) bin-
den, was einerseits die CuAAC inhibiert, andererseits die Biomoleku¨le scha¨digen kann. Hier hat
sich der Einsatz entsprechender Liganden als erfolgreich erwiesen, die verhindern, dass es zu
Cu-Biomoleku¨l-Komplexen kommt. [145] Besonders die oben genannten Tris-Triazol-Liganden
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THPTA (25) und TBTA (26) und auch Bathophenanthrolin (28) ko¨nnen in diesem Sinne ver-
wendet werden. Außerdem werden in der CuAAC oft mehr als sto¨chiometrische Mengen von
Cu(I) eingesetzt. [145]
Die ersten Anwendungen der CuAAC als bioorthogonale Reaktion beinhalten die Markierung
von Viruspartikeln mit Fluorophoren [146] oder von Bakterienoberfla¨chen mit Biotin. [147] Durch
die Verwendung ku¨nstlicher Aminosa¨uren, die Azid- oder Alkinseitenketten besitzen, wurden
spezifisch neu synthetisierte Proteine markiert. [148] Auch wurden mit Hilfe der CuAAC Inhibi-
toren identifiziert, die im aktiven Zentrum des Enzyms aus Azid- und Alkinbibliotheken gebildet
wurden. [149] Da Kupfer fu¨r Zellen toxisch ist, werden dynamische Prozesse lebender Organis-
men eher mit der Kupfer-freien Variante der 1,3-dipolaren Cycloaddition untersucht. [150] Diese
ist jedoch weniger flexibel, da hierfu¨r das Azid aufgrund seiner geringeren Gro¨ße am Protein
gebunden sein muss. Unter optimierten Bedingungen, besonders in Bezug auf den Liganden,
kann jedoch auch die CuAAC mit lebenden Zellen durchgefu¨hrt werden. [151]
Anwendungen der bioorthogonalen Reporterstrategie umfassen das activity-based protein pro-
filing, bei dem durch die Verwendung von modifizierten Inhibitoren, die irreversibel im aktiven
Zentrum binden, eine bioorthogonale chemische Gruppe an das Enzym gekuppelt wird. [152,153]
Sollen Substrate von Enzymen markiert werden, so muss die bioorthogonale Gruppe an die zu
u¨bertragende Gruppe gekuppelt sein. Dies ist z.B. der Fall bei der Markierung von Substra-
ten der Farnesyltransferase [154] oder der Markierung von glycosylierten Proteinen mit Azido-
Zuckern. [155]
1.5 Methoden zum Auffinden von MTasen und ihren
Substraten
Verfahren zum Markieren von Proteinen werden auch fu¨r die Isolierung und Untersuchung
von MTasen eingesetzt. Hier ko¨nnen Methoden angewandt werden, die mit dem activity-based
protein profiling verwandt sind, z.B. das Konzept der capture compounds. Diese trifunktio-
nalen Substanzen binden mit der Selektivita¨tsfunktion AdoHcy (2) MTasen. Durch die Aktivie-
rung der Photoreaktivita¨tsfunktion wird diese initiale nicht-kovalente Bindung in eine kovalente
u¨berfu¨hrt. Die so markierte MTase kann anschließend mit der Selektivita¨tsfunktion (z.B. Biotin)
isoliert und analysiert werden. [156]
Fu¨r eine bekannte MTase neue Substrate zu finden, ist experimentell komplexer. Im Gegen-
satz zur Acetylierung oder Phosphorylierung entzieht sich die Methylgruppe der Detektion,
da sie sehr klein ist und kaum chemische Vera¨nderungen im Substrat hervorruft. Es besteht
die Mo¨glichkeit mit Antimethylantiko¨rpern zu arbeiten, jedoch erkennen diese die Methylie-
rung meist in Kombination mit der zugrundeliegenden Proteinsequenz. Sogenannte Pan-methyl-
Antiko¨rper versprechen, die Methylgruppe unabha¨ngig zu erkennen, halten dies jedoch nur be-
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dingt. [157] Des Weiteren ko¨nnen mehrere Modifikationen nebeneinander eine spezifische Erken-
nung verhindern. [158] Alternativ kann mit radioaktivem AdoMet (1) gearbeitet werden, jedoch
sind sowohl [3H]- als auch [14C]-Methyl nur schwache β-Strahler.
Substrate ko¨nnen durch Co-Immunopra¨zipitation zusammen mit der MTase isoliert werden,
bzw. MTasen zusammen mit einem Substrat. [71] Alternativ kann auf der Basis bekannter Sub-
strate eine Konsensussequenz erstellt werden. Mit dieser ko¨nnen dann weitere Substratkandida-
ten ausgewa¨hlt und u¨berpru¨ft werden. [159,160] Es stellt sich jedoch raus, dass die Konsensusse-
quenzen komplex sind. Hier ist der Einsatz von Peptidarrays sinnvoll, auf die 20 mal 20 Peptide
verschiedener Sequenzen gedruckt sind. Die Markierung erfolgt mit radioaktivem AdoMet (1)
und ermo¨glicht die Identifizierung komplexerer Sequenzen und daraus folgend das Auffinden
weiterer Substrate. [80,161,162] Statt mit einem Peptidarray ko¨nnen solche Konsensussequenzen
auch mit einer Peptidbibliothek experimentell bestimmt werden. [163] Diese Ansa¨tze sind viel-
versprechend, jedoch sind fu¨r Set7/9 auch Substrate bekannt, die nicht die bis jetzt erstellte
Konsensussequenz aufweisen. [73] Statt Peptide ko¨nnen auf Proteinarrays aufgereinigte Protei-
ne methyliert werden. [83] Die Detektion erfolgt dann wiederum entweder radioaktiv oder mit
Pan-methyl-Antiko¨rpern. [157] Auf diese Weise ko¨nnen Substrate direkt identifiziert werden. Die
Methode ist jedoch auch problematisch, da beide Detektionsmethoden fehlerbehaftet sind.
Die Identifizierung neuer Substrate von MTasen kann auch mit der chemo-enzymatischen Mar-
kierungsstrategie erfolgen. Dann muss eine chemische Gruppe durch MTasen auf das Substrat
u¨bertragen werden. Dies geschieht mit Analoga von AdoMet (1), die eine terminale Alkingrup-
pe in der Seitenkette aufweisen. Diese wird dann der bioorthogonalen Markierungsstrategie fol-
gend in der CuAAC mit Markierungsreagenzien verknu¨pft. Die so markierten Substrate ko¨nnen
anschließend analysiert werden. [116–118] Auf diese Weise kann auf radioaktive Markierungen
oder die Arbeit mit Antiko¨rpern verzichtet werden. Bis heute ist noch keine Methode entwi-
ckelt worden, mit denen spezifisch methylierte Proteine aus Lysaten isoliert werden ko¨nnen.
Dies wu¨rde die Identifizierung neuer Substrate erheblich vereinfachen und soll u.a. in dieser
Arbeit entwickelt werden.
28
2 Zielsetzung
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung und Anwendung eines zweistufigen Ver-
fahrens zur Markierung und Identifizierung von MTase-Substraten. Im ersten Abschnitt soll
eine neue Generation von Cofaktoranaloga von AdoMet (1) mit einem Selenonium-Zentrum
mit der Protein-MTase Dim-5 getestet werden. Dies erfolgt mit einem HPLC-basierten Akti-
vita¨tstest, bei dem ein Substratpeptid sequenzspezifisch modifiziert wird. Die sequenzspezifi-
sche ¨Ubertragung soll durch Inhibitionsstudien besta¨tigt werden.
Der zweite Abschnitt soll die zweite, chemische Reaktion des Markierungsverfahrens untersu-
chen. Hierfu¨r soll ein Testsystem entwickelt werden, mit dem Einflussfaktoren auf den Reakti-
onsverlauf der CuAAC untersucht werden ko¨nnen. Dies soll mit einem fluoreszierenden Azid
geschehen, das in der CuAAC mit verschiedenen Alkinen reagieren kann.
Im dritten Abschnitt soll die Reaktionsfolge des zweistufigen Markierungsverfahrens mit den
Histon-Lysin-MTasen Dim-5 und Clr4 untersucht werden. Basierend auf dem ersten Abschnitt
sollen neue Cofaktoranaloga getestet werden. Mit beiden MTasen sollen die Cofaktoranaloga
mit dem bis jetzt verwendeten AdoEnIn (12) verglichen werden. Auch die Sequenzspezifita¨t
der ¨Ubertragungsreaktion mit den neuen Cofaktoranaloga soll u¨berpru¨ft werden. Zuletzt soll
hier die CuAAC an alkinylierten Proteinen untersucht werden.
Fu¨r den vierten Abschnitt soll das zweistufige Markierungssystem mit anderen Protein-MTasen
und neuen Substraten durchgefu¨hrt werden. Dafu¨r sollen die Lysin-MTasen G9a und Set7/9, die
Arginin-MTase PRMT1 (alle drei human) und die Glutamin-MTase PrmC aus E. coli aufgerei-
nigt und getestet werden. Als Substrate sollen fu¨r G9a Histon H3, fu¨r Set7/9 Histon H3 und
TAF10, fu¨r PRMT1 Histon H4 und hnRNP K und fu¨r PrmC RF1 und RF2 dienen.
Im fu¨nften und letzten Abschnitt sollen die gewonnenen Erkenntnisse der ersten vier Abschnit-
te angewandt werden, um in komplexen Proben Substrate von Protein-MTasen zu markieren.
Mit der MTase PrmC sollen in Lysaten von E. coli die bekannten Substrate RF1 und RF2 spe-
zifisch markiert und isoliert werden, um die prinzipielle Anwendbarkeit der Methode fu¨r die
Identifizierung neuer Substrate zu evaluieren. Die Analyse soll durch 2D-Gelelektrophorese
oder durch Aufreinigung mit Magnetpartikeln erfolgen. In beiden Fa¨llen folgt die Identifizie-
rung durch Massenspektrometrie. Zusa¨tzlich sollen mit einem Proteinarray neue Substrate der
MTase Set7/9 identifiziert werden. Dafu¨r soll das zweistufige Markierungsverfahren mit an
Oberfla¨chen gebundenen Proteinen stattfinden und Substrate mit einem Fluorophor markiert
werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion
Die Untersuchungen dieser Arbeit gliedern sich in fu¨nf Bereiche. Zuna¨chst werden die bei-
den Teilschritte des zweistufigen Verfahrens zur Markierung von Proteinen (siehe Schema
3.1) einzeln untersucht. Dabei wird in Abschnitt 3.1 die enzymatische Modifikationsreaktion
mit verschiedenen Cofaktoranaloga und einer Protein-Methyltransferase (MTase) analysiert.
Die Untersuchung der chemischen Markierungsreaktion, der Kupfer-katalysierten Azid-Alkin-
Cycloaddition (CuAAC), wird Abschnitt 3.2 vorgenommen.
RMTase
AdoMet-Analoga CuAAC
1. Modifikationsreaktion 2. Markierungsreaktion
Schema 3.1: Das in dieser Arbeit untersuchte und weiterentwickelte zweistufige Markierungs-
verfahren von Proteinen. In rot dargestellt ist die von Protein-MTasen u¨bertragene Seitenkette
der AdoMet-Analoga, in magenta die Markierung, mit der das modifizierte Protein (schwarz, als
Beispiel ist die Kristallstruktur von Histon H3 dargestellt) sichtbar gemacht werden kann.
Im Abschnitt 3.3 werden die aus den ersten beiden Abschnitten gewonnen Erkenntnisse verwen-
det, um das zweistufige Markierungsverfahren mit den Protein-MTasen Dim-5 und Clr4 zu eta-
blieren. Dabei werden beide Reaktionen direkt am Protein analysiert und optimiert, um eine Me-
thode zur Markierung von Protein-MTase-Substraten zu entwickeln. Diese Methode wird dann
in Abschnitt 3.4 mit verschiedenen MTasen angewandt. Dabei werden MTasen unterschied-
licher Substratspezifita¨t verwendet, die Lysin, Arginin oder Glutamin methylieren. Zum Ab-
schluss wird in Abschnitt 3.5 das entwickelte Markierungsverfahren Anwendung finden. Dafu¨r
wird es mit ga¨ngigen Verfahren der Proteomforschung verknu¨pft, um Substrate von MTasen zu
markieren und identifizieren.
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3.1 Die Modifikationsreaktion
Zur Untersuchung der Modifikationsreaktion wird ein von Dr. Wibke Peters entwickelter en-
zymatischer Aktivita¨tstest verwendet (siehe Schema 3.2). [108,116] Dim-5, eine Protein-MTase
mit relativ hoher Umsatzzahl, [164] modifiziert hier das Substratpeptid 29, bestehend aus den
ersten 15 Aminosa¨uren von Histon H3, mit dem Cofaktoranalogon AdoEnIn (12), siehe Abbil-
dung 3.1. Zur Detektion mit einen Fluoreszenzdetektor (λEx = 440 nm und λEm = 510 nm) ist es
N-terminal mit Fluorescein markiert.
pH 9.8, 20°C, 3 h
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Schema 3.2: Analyse der Modifikationsreaktion durch rp-HPLC. In gru¨n ist Fluorescein und
mit einem roten R die von verschiedenen AdoMet-Analoga auf das Peptid 29 u¨bertragenen
Seitenketten dargestellt. Die Reaktion resultiert in den modifizierten Peptiden 30a bis 30e. Die
in dieser Arbeit verwendeten AdoMet-Analoga sind in Abbildung 3.1 aufgefu¨hrt.
Bei der rp-HPLC-Analyse zeigt sich die Modifikation des Peptids mit verschiedenen Seiten-
ketten durch ein neues Signal mit einer gro¨ßeren Retentionszeit, da das modifizierte Peptid 30
in allen Fa¨llen aufgrund der u¨bertragenen Alkylgruppe unpolarer ist. Der Polarita¨tsunterschied
ist jedoch so gering, dass der Gradient hochoptimiert ist und wa¨hrend der Elution der Peptide
isokratisch verla¨uft.
Das unmodifizierte Peptid 29 eluiert bei tR = 22 – 22.5 min, die modifizierten Peptide 30a bis
30e je nach u¨bertragener Seitenkette bei einer Laufzeitdifferenz von 0.5 bis 1.5 min. Aus dem
Verha¨ltnis der Fla¨chen des Peptid-Signals und des Signals des modifizierten Peptids werden
Umsa¨tze berechnet. Handelt es sich bei dem modifizierten Peptid nur um eine Schulter des
unmodifizierten Peptids, wird der Umsatz abgescha¨tzt. Umsa¨tze sind daher als Richtwerte an-
zusehen, mit denen aber die Aktivita¨tsunterschiede der MTase visualisiert werden ko¨nnen.
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Abbildung 3.1: In dieser Arbeit verwendete Cofaktoranaloga. In rot dargestellt ist die potenziell
u¨bertragbare Seitenkette. Zum Vergleich ist auch AdoMet (1) aufgefu¨hrt.
3.1.1 ¨Uberpru¨fung der enzymatischen ¨Ubertragung
Ob es sich bei der untersuchten Reaktion wirklich um die enzymatische ¨Ubertragung der
verla¨ngerten Seitenkette auf Lysin 9 des Peptids 29 handelt, soll schnell zu u¨berpru¨fen sein.
Daher wird ein Kontrollversuch entwickelt, der die Inhibition der ¨Ubertragungsreaktion mit
AdoMet (1) ausnutzt, um Informationen u¨ber Modifikation mit anderen Cofaktoranaloga zu
erlangen. Die Inhibition mit AdoMet (1) erfolgt einerseits durch Konkurrenz mit dem Cofakto-
ranalogon um die Bindungstasche am Enzym. Andererseits steht das methylierte Peptid nicht
mehr als Substrat zur Verfu¨gung.
Es muss bemerkt werden, dass die eingesetzten Cofaktoranaloga-Lo¨sungen einen weiteren po-
tenziellen Inhibitor mit sich tragen. Die bei der chemischen Synthese entstehenden Diastereo-
mere am Sulfonium- bzw. Selenonium-Zentrum ko¨nnen in den meisten Fa¨llen nicht getrennt
werden. Neben dem aktiven S -Epimer ist daher eine vergleichbare Menge an R -Epimer vor-
handen. Dieses bindet wahrscheinlich auch im aktiven Zentrum, ist aber katalytisch nicht aktiv.
Die Modifikation der Zielaminosa¨ure Lysin 9 mit AdoMet (1) kann mit dem Aktivita¨tstest nicht
beobachtet werden, weil die Polarita¨tsunterschiede von mono-, di- oder trimethyliertem und
unmethyliertem Peptid zu gering sind. Indirekt ist sie jedoch sichtbar, da die Methylierung den
Transfer der verla¨ngerten Seitenketten blockiert. Die Methylierung wird also indirekt unter-
sucht, indem der Transfer der Seitenkette von AdoEnIn (12) in Anwesenheit von AdoMet (1)
verfolgt wird (siehe Abb. 3.2).
Bei der Reaktion mit verschiedenen Konzentrationen von AdoEnIn (12), aber ohne AdoMet (1),
erscheint ein zweites Signal, das von Dr. Wibke Peters massenspektrometrisch als mit einer
Seitenkette modifiziertes Peptid 30a identifiziert wurde. [116] Die Inhibitionswirkung durch
AdoMet (1) zeigt sich nun in der Verringerung oder der Abwesenheit dieses Signals. Wa¨hrend
bei kleinen AdoMet-Konzentrationen das Signal von 30a noch zu sehen ist (siehe Abb. 3.2 A),
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Abbildung 3.2: rp-HPLC-Analyse zur Untersuchung der Inhibition der enzymatischen Reakti-
on mit AdoEnIn (12) durch AdoMet (1). Dim-5 und Peptid werden sto¨chiometrisch eingesetzt,
beide 50 µM. Es werden je 100 pmol Peptid analysiert. A: AdoEnIn (12) wird 100 µM (R/S)
eingesetzt, die Konzentrationen von AdoMet (1) sind 0 µM, 50 µM und 100 µM. Die Reaktions-
zeit betra¨gt 30 min. B: AdoEnIn (12) wird 600 µM (R/S) eingesetzt, die Konzentrationen von
AdoMet (1) sind 0 µM, 150 µM und 300 µM. Die Reaktionszeit betra¨gt 180 min.
entsteht bei ho¨heren AdoMet-Konzentrationen kein Produktsignal (siehe Abb. 3.2 B). Bei der
Coinjektion von der Reaktion mit 300 µM AdoMet (1) mit Peptid 29 ist nur ein Signal zu sehen,
weil die Methylierung des Peptids nicht sichtbar ist (siehe Abb. 3.2 B).
Durch die gleichzeitige Anwesenheit von 1 ¨Aq. AdoMet (1) in Bezug auf Dim-5 und Peptid 29
verringert sich die Menge an modifiziertem Peptid 30a um fast die Ha¨lfte (siehe auch Tab.
3.1). Die Konzentration von AdoMet (1) reicht also nicht aus, um die Reaktion mit AdoEn-
In (12) vollsta¨ndig zu inhibieren. Erst bei einer dreifach ho¨heren Konzentration (150 µM) ist
keine Modifikation mit AdoEnIn (12) mehr mo¨glich, auch wenn die Konzentration von AdoEn-
In (12) auf 600 µM erho¨ht wird.
Tabelle 3.1: Inhibition der Modifikation mit AdoEnIn (12) durch AdoMet (1). Die Umsa¨tze der
Modifikationsreaktion mit AdoEnIn (12) in % modifiziertes Peptid 30a sind durch Integration der
Chromatogramme in Abb. 3.2 berechnet.
Peptid 29:AdoMet (1) c(AdoMet (1)) c(AdoEnIn (12)) Umsatz
1:0 0 µM 100 µM 24%
1:1 50 µM 100 µM 14%
1:2 100 µM 100 µM 6%
1:0 0 µM 600 µM 48%
1:3 150 µM 600 µM 0%
1:6 300 µM 600 µM 0%
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Dim-5 ist eine Trimethyltransferase. [50] Fu¨r die vollsta¨ndige Methylierung des Peptids ist also
ein dreifacher ¨Uberschuss von AdoMet (1) no¨tig. Die hier aufgenommenen Daten sind konsis-
tent dazu. Die Methylierung ist prozessiv: wa¨hrend das Substrat nach erfolgreicher Methylgrup-
penu¨bertragung gebunden bleibt, wird nur AdoHcy (2) gegen AdoMet (1) ausgetauscht. [37] Ist
genug AdoMet (1) fu¨r die Trimethylierung vorhanden, hier 150 µM, wird die Seitenkette von
AdoEnIn (12) nicht u¨bertragen. Die ¨Ubertragung ist blockiert, da die Reaktion mit AdoMet (1)
schneller vonstatten geht.
Die Modifikation mit AdoEnIn (12) la¨sst sich durch AdoMet (1) effektiv inhibieren. Das bedeu-
tet im Umkehrschluss, dass AdoEnIn (12) in Anwesenheit sa¨ttigender Mengen an AdoMet (1)
nicht reagieren wird, da AdoEnIn (12) ein schlechter Konkurrent fu¨r die Methylierungsreaktion
ist. Fu¨r die Anwendbarkeit der Cofaktoranaloga sollte daher mit AdoMet-freien Enzymen und
Lysaten gearbeitet werden.
Die Inhibition durch AdoMet (1) ist ein Hinweis auf den tatsa¨chlichen enzymatischen Trans-
fer der Seitenkette von AdoEnIn (12). Im Gegensatz dazu stu¨nde eine unspezifische chemische
Alkylierung des Peptids, die jedoch nicht durch AdoMet (1) inhibiert werden kann. Eine Inhi-
bition zeigt an, dass die Seitenkette der Cofaktoranaloga an die selbe Position wie die Methyl-
gruppe transferiert wird. Die Sequenzspezifita¨t von Dim-5 a¨ndert sich also mit dem Verwen-
den von AdoEnIn (12) nicht. Die Inhibition der ¨Ubertragung verla¨ngerter Seitenketten durch
AdoMet (1) kann nun eingesetzt werden, um auch bei anderen Cofaktoranaloga zu u¨berpru¨fen,
ob der Transfer enzymatisch abla¨uft und die Sequenzspezifita¨t eingehalten wird.
3.1.2 Analyse von Cofaktoranaloga mit Selenonium-Zentrum
Neben AdoEnIn (12) konnte in bisherigen Studien [108,165] gezeigt werden, dass Dim-5 auch mit
dem Cofaktoranalogon AdoPropen (10) aktiv ist. Bei beiden Cofaktoranaloga handelt es sich um
doppelt aktivierte Analoga, die neben der Aktivierung durch die Abgangsgruppe AdoHcy (2)
eine Doppelbindung aufweisen, um den ¨Ubergangszustand der nucleophilen Substitutionsreak-
tion zu stabilisieren.
Eine neue Generation von Cofaktoranaloga entha¨lt Selen statt Schwefel. Dieser Austausch fu¨hrt
bei AdoMet (1) zu einer deutlichen Aktivita¨tssteigerung in enzymatischen Methylierungen. [123]
Die Selen-basierten Cofaktoranaloga (siehe Abbildung 3.1) werden von Michael Martin zur
Verfu¨gung gestellt. Alle Cofaktoranaloga werden als (R/S )-Gemisch in einer Konzentration
von 600 µM eingesetzt.
Cofaktoranaloga mit Alkin-Seitenkette
Bei den beiden untersuchten Cofaktoranaloga mit Alkin-Seitenkette (SeAdoPropin (16) und
SeAdoBut-3-in (31)) liegt die Alkingruppe terminal vor. Nur dann kann sie in der CuAAC rea-
gieren. Wa¨hrend sie bei SeAdoPropin (16) zusa¨tzlich in Konjugation zum Selenonium-Zentrum
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steht, also eine doppelte Aktivierung ermo¨glicht, ist dies bei SeAdoBut-3-in (31) nicht der Fall.
Zuerst wird das doppelt aktivierte Selen-Cofaktoranalogon SeAdoPropin (16) getestet. SeAdo-
Propin (16) ist das Selen-Analogon von AdoPropin (11). Michael Martin konnte in Stabi-
lita¨tsuntersuchungen zeigen, dass AdoPropin (11) sehr schnell, innerhalb von Minuten, Wasser
addiert und damit inaktiv fu¨r den enzymatischen Transfer wird. [119] Dieses Verhalten zeigt Se-
AdoPropin (16) nicht. Der Zerfall dieses Selen-Analogons besteht – analog zu AdoMet (1) [166]
– einzig in der Bildung des Thio- bzw. Selenoethers unter Abspaltung der Aminosa¨ure-
Seitenkette. [119] Zusa¨tzlich zur sta¨rkeren Selen-Aktivierung kann SeAdoPropin (16) damit im
Vergleich zu AdoPropin (11) la¨nger fu¨r die enzymkatalysierte Reaktion zur Verfu¨gung stehen.
In Abbildung 3.3 A ist der Zeitverlauf der Modifikationsreaktion mit SeAdoPropin (16) darge-
stellt. Nach 10 min ist eine Schulter zu erkennen, die nach 30 min vollsta¨ndig zu einem neu-
en Signal geworden ist. Der geringe Retentionszeitunterschied zwischen modifiziertem Pep-
tid 30b und nicht-modifiziertem Peptid 29 wird besonders deutlich bei der Coinjektion des
nicht-modifizierten Peptids 29 mit der Reaktionsmischung nach 180 min. Im Gegensatz dazu
ergibt der Ansatz mit SeAdoBut-3-in (31) stets nur ein Signal (siehe Abb. 3.3 B).
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Abbildung 3.3: Aktivita¨tstest mit A: SeAdoPropin (16) und B: SeAdoBut-3-in (31). Dim-5 und
Peptid werden sto¨chiometrisch (je 50 µM) und die Cofaktoranaloga 600 µM (R/S) eingesetzt.
Es werden je 25 pmol Peptid durch rp-HPLC analysiert.
Es kann davon ausgegangen werden, dass Dim-5 das Cofaktoranalogon SeAdoBut-3-in (31)
nicht umsetzt. Es wa¨re leicht zu argumentieren, dass hier sterische Gru¨nde eine Rolle spielen.
Dies widerspricht jedoch den Ergebnissen mit AdoEnIn (12), mit dem eine noch la¨ngere Al-
kinseitenkette u¨bertragen werden kann. Es scheint eher, als wu¨rde die chemische Aktivierung
durch das Selenonium-Zentrum in SeAdoBut-3-in (31) nicht fu¨r die ¨Ubertragung der Seitenket-
te ausreichen.
SeAdoPropin (16) hat im Vergleich mit SeAdoBut-3-in (31) die ku¨rzere Seitenkette (drei C-
Atome im Gegensatz zu vier C-Atomen). Außerdem ist es doppelt aktiviert. Beide Pha¨nomene
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ko¨nnen den deutlichen Aktivita¨tsunterschied erkla¨ren.
Cofaktoranaloga mit Azid-Seitenketten
Neben den Cofaktoranaloga mit Alkin-Seitenketten werden von Michael Martin auch Cofakto-
ranaloga mit Azid-Seitenketten synthetisiert und zur Verfu¨gung gestellt. Auch diese ko¨nnen in
der CuAAC eingesetzt werden. Sie beinhalten keine Doppelbindung in β-Position, wohl aber
ein aktivierendes Selenonium-Zentrum.
In Abbildung 3.4 A ist der Zeitverlauf mit SeAdoEthylazid (32) dargestellt. Deutlich ist eine
Schulter zu erkennen, die dem modifizierten Peptid 30d zuzuordnen ist. Obwohl SeAdoEthyl-
azid (32) keine Aktivierung durch eine ungesa¨ttigte Bindung in β-Stellung hat, kann die Seiten-
kette von Dim-5 u¨bertragen werden. Die Seitenkette von SeAdoEthylazid (32) besteht aus zwei
C- und drei N-Atomen und ist damit sogar gro¨ßer als die SeAdoBut-3-in (31). Warum Dim-5
mit SeAdoEthylazid (32) aktiv ist, mit SeAdoBut-3-in (31) aber nicht, ist jedoch unklar.
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Abbildung 3.4: Aktivita¨tstest mit A: SeAdoEthylazid (32) und B: SeAdoPropylazid (33). Dim-5
und Peptid werden sto¨chiometrisch (je 50 µM) und die Cofaktoranaloga 600 µM (R/S) einge-
setzt. Es werden je 25 pmol Peptid durch rp-HPLC analysiert.
Es ist zu erwarten, dass die Reaktion mit SeAdoPropylazid (33) geringere Umsa¨tze liefert als die
mit SeAdoEthylazid (32), da es auch nur Se-aktiviert ist und die Seitenkette ein C-Atom la¨nger
ist. Erstaunlicherweise ergibt die Reaktion mit SeAdoPropylazid (33) jedoch ho¨here Umsa¨tze
(siehe Abb. 3.4 B). Im Zeitverlauf entwickelt sich ein deutliches zweites Signal 30e.
Dieses Ergebnis macht stutzig. Daher wird die Reaktion weiter untersucht. Wenn es sich um
eine enzymatische ¨Ubertragung der Seitenkette handelt, sollte die Reaktion durch AdoMet (1)
zu inhibieren sein (vgl. Abschnitt 3.1.1). Dafu¨r werden zwei Reaktionen angesetzt, eine mit
AdoMet (1) und eine ohne (siehe Abb. 3.5). Die Umsetzung mit SeAdoPropylazid (33), aber
ohne AdoMet (1), ist fast vollsta¨ndig, so dass das unmodifizierte Peptid 29 nur noch als kleines
36
3.1. Die Modifikationsreaktion
Signal vorhanden ist. Bei der Reaktion mit zugefu¨gtem AdoMet (1) bildet sich dagegen kein
Produkt-Signal. Deutlich wird dies in der Coinjektion, in der zwei diskrete Signale erscheinen.
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Abbildung 3.5: Inhibitionsstudie von SeAdoPropylazid (33) mit AdoMet (1). Dim-5 und Pep-
tid 29 werden sto¨chiometrisch (je 50 µM) eingesetzt. Die Ansa¨tze werden mit 600 µM (R/S)
SeAdoPropylazid (33) und mit 300 µM oder ohne AdoMet (1) durchgefu¨hrt. Die Reaktionszeit
betra¨gt 60 min. Es werden 25 pmol Peptid durch rp-HPLC analysiert.
Die ¨Ubertragung der Propylazid-Seitenkette von SeAdoPropylazid (33) auf das Peptid 29 kann
mit AdoMet (1) inhibiert werden. Das la¨sst darauf schließen, dass es sich um eine enzymati-
sche ¨Ubertragungsreaktion handelt und nicht um eine rein chemische Reaktion der aktivierten
Seitenkette. Die Inhibition ist analog zu der von AdoEnIn (12), bei der im gleichen Konzentra-
tionsbereich keine ¨Ubertragung der Seitenkette zu sehen ist (vgl. Abschnitt 3.1.1).
Vergleich aller Cofaktoranaloga
Zum direkten Vergleich der untersuchten Cofaktoranaloga werden aus den Chromatogrammen
Umsa¨tze durch Integration der Signalfla¨chen berechnet und graphisch dargestellt (siehe Abb.
3.6). Auch der Umsatz der Reaktion mit AdoEnIn (12) ist aufgefu¨hrt. [165]
Die Cofaktoranaloga ko¨nnen aufgrund ihrer Aktivita¨t mit Dim-5 grob in drei Gruppen einge-
teilt werden. Die erste Gruppe besteht nur aus SeAdoPropin (16). Dieses ist mit großem Ab-
stand das schnellste Cofaktoranalogon, das als einziges einen vollsta¨ndigen Umsatz ermo¨glicht.
Die zweite, mittlere Gruppe beinhaltet die meisten getesteten Cofaktoranaloga. In dieser Grup-
pe wird kein vollsta¨ndiger Umsatz erreicht und die Reaktion ist langsamer. Hierzu za¨hlen ne-
ben AdoEnIn (12) auch die nicht doppelt aktivierten Selen-Analoga SeAdoPropylazid (33) und
SeAdoEthylazid (32). Die dritte Gruppe besteht wiederum aus nur einem Cofaktoranalogon,
SeAdoBut-3-in (31). Es handelt sich bei dieser Gruppe um die Cofaktoren, die gar nicht umge-
setzt werden.
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Abbildung 3.6: Zeitverlauf der Modifikationsreaktion von Peptid 29 mit Dim-5 und allen getes-
teten Cofaktoranaloga. Zum Vergleich ist auch AdoEnIn (12) aufgetragen. [165]
Die Reaktionen laufen in Bezug auf Dim-5 und Peptid 29 unter sto¨chiometrischen Bedingungen
ab. Jedes Moleku¨l Dim-5 sollte genau ein Cofaktoranalogon binden und genau eine Seitenkette
u¨bertragen. Trotz dieser single turnover-Bedingungen wird das Peptid 29 nur mit SeAdoPro-
pin (16) vollsta¨ndig modifiziert. Die Cofaktoranaloga sind unter den sehr basischen Bedingun-
gen (pH 9.8) relativ unstabil, so dass sie wahrscheinlich innerhalb der ersten, spa¨testens aber der
zweiten Stunde der Reaktion zerfallen. Die Reaktion mit dem doppelt und durch Selen aktivier-
ten SeAdoPropin (16) ist nun so schnell, dass ein nennenswerter Zerfall des Cofaktoranalogons
erst eintritt, wenn die Transferreaktion schon vollsta¨ndig ist.
Anders sieht das bei den Cofaktoren der zweiten Gruppe aus. Dim-5 u¨bertra¨gt die Seitenketten
hier wahrscheinlich relativ langsam, sodass der Zerfall und die Bildung mo¨glicher inhibitori-
scher Produkte den Umsatz der Modifikationsreaktion beeinflussen ko¨nnen. Dass die Cofaktor-
analoga der mittleren Gruppe langsamer reagieren, liegt unter anderem daran, dass diese doppelt
oder durch Selen aktiviert sind, nicht aber beide Aktivierungen vereinen. Zusa¨tzlich besitzen
diese Cofaktoranaloga eine la¨ngere Seitenkette als SeAdoPropin (16). Das aktive Zentrum von
Dim-5 besteht aus einem engen Methyltransferkanal (siehe Abb. 3.7). Große Seitenketten und
die damit einhergehende sterische Hinderung sollten zu einer schlechteren Bindung der Analoga
im engen aktiven Zentrum fu¨hren. Außerdem ko¨nnte die Seitenkette nach der erfolgten Bindung
aufgrund der sterischen Hinderung im aktiven Zentrum in einer fu¨r die Katalyse ungu¨nstigen
Konformation vorliegen. Dies trifft besonders auf das doppelt aktivierte AdoEnIn (12) zu, da
die Aktivierung mit einer Doppelbindung besondere sterische Anspru¨che stellt.
Von den nur durch Selen aktivierten Cofaktoranaloga SeAdoBut-3-in (31), SeAdoEthylazid (32)
und SeAdoPropylazid (33) ist das mit der ku¨rzesten Seitenkette, SeAdoBut-3-in (31), inaktiv
38
3.2. Die Kupfer-katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition (CuAAC)
A: Ansicht 1 B: Ansicht 2 (gedreht um ca. 180°
entlang der Horizontalen)
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Abbildung 3.7: Querschnitte durch das aktive Zentrum von Dim-5. Durch die Drehung um ca.
180°entlang einer horizontalen Achse kann Ansicht 1 ( A) in Ansicht 2 (B) transformiert werden.
Der Methyltransfer-Kanal erscheint als teilweise aufgeschnittener Schlauch. Dargestellt sind:
das Ziellysin K9 (rot), SAH (gru¨n), Aminosa¨uren im aktiven Zentrum von Dim-5 (orange), Dim-5
(graue Oberfla¨che und Strichrepra¨sentation weiterer Aminosa¨uren).
und das mit der la¨ngsten Seitenkette, SeAdoPropylazid (33), am aktivsten. Es scheint daher,
dass die La¨nge der u¨bertragenen Seitenkette nicht der entscheidende Faktor der sterischen Hin-
derung im aktiven Zentrum ist. Vielmehr ko¨nnte es sein, dass bei den durch Selen aktivierten
Cofaktoranaloga die Flexibilita¨t der Seitenkette wichtig ist, die bei SeAdoPropylazid (33) auf-
grund der freien Rotation um drei C-Einfachbindungen am gro¨ßten ist.
Zusammenfassend zeigt sich in den Studien der Modifikationsreaktion, dass Dim-5 neben dem
bekannten AdoEnIn (12) mindestens zwei weitere Cofaktoranaloga, SeAdoPropin (16) und Se-
AdoPropylazid (33), verwenden kann, um deren Seitenketten auf das Peptid 29 zu u¨bertragen.
Mit diesen kann das Peptid 29 nun mit einer Alkin- oder Azidfunktionalita¨t ausgestattet werden,
die dann in der CuAAC reagieren kann.
3.2 Die Kupfer-katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition
(CuAAC)
Der zweite Schritt des zweistufigen Markierungsverfahrens ist die Kupfer-katalysierte Azid-
Alkin Cycloaddition (CuAAC). Die CuAAC wird mit einem rp-HPLC-basierten Analysever-
fahren untersucht (siehe Schema 3.3). Das bei der Reaktion aus einem Azid und einem Al-
kin entstehende Triazol ist nur schwach UV-aktiv, weshalb das Azid mit dem Fluorophor
Tetramethylrhodamin (TAMRA) verknu¨pft wird. TAMRA kann dann am Fluoreszenzdetektor
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(λEx = 500 nm, λEm = 600 nm) verfolgt werden.
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Schema 3.3: Reaktion fu¨r die rp-HPLC-Analyse der CuAAC. Fu¨r die Analyse wird TAMRA-
Azid 34 mit den Alkinen Propargylalkohol (35), 2-Penten-4-in-1-ol (36) oder Propargylamin (37)
umgesetzt. In rosa gezeichnet ist der Fluorophor TAMRA.
Der Umsatz wird aus den Verha¨ltnissen der Signalintensita¨ten von TAMRA-Azid 34 und Tetra-
zol 38 berechnet. Angaben zum Extinktionskoeffizienten von TAMRA schwanken in der Litera-
tur erheblich. Fu¨r diese Arbeit wird ein Extinktionskoeffizient von ε552nm = 80 000 M−1 cm−1,
von der Firma Thermo Scientific Pierce angegeben, verwendet. Da die Reaktion sehr schnell
verla¨uft, wird der
”
0 min“-Wert vor der Zugabe einer Komponente aufgenommen. Die Reaktion
der einzelnen Proben wird mit einem ¨Uberschuss von Iod-Kaliumiodid-Lo¨sung gestoppt. Durch
diese Bedingungen werden Natriumascorbat und Cu(I)-Ionen unmittelbar oxidiert, sodass die
Reaktion nicht weiter katalysiert wird. Die Analysen der CuAAC werden bei unterschiedlichen
Temperaturen zwischen 0°C und 37°C durchgefu¨hrt. In diesem Bereich ist die Reaktion nicht
wesentlich von der Temperatur abha¨ngig.
3.2.1 Synthese von TAMRA-Azid 34
Die Synthese von TAMRA-Azid 34 erfolgt durch eine Peptidkupplung von Carboxytetra-
methylrhodamin-NHS-Ester (TAMRA-NHS, 39) mit 11-Azido-3,6,9-undecan-1-amin (40), sie-
he Schema 3.4. Beide Ausgangsstoffe sind kommerziell erha¨ltlich. Die Reaktion wird in DMSO
in Anwesenheit von TEA bei RT in 1 h durchgefu¨hrt. Die Reaktionsmischung wird durch rp-
HPLC aufgereinigt (siehe Abb. 3.8). Der Umsatz ist unter diesen Bedingungen fast vollsta¨ndig.
Ausbeuteverluste entstehen durch die rp-HPLC-Aufreinigung.
Da TAMRA-NHS 39 als Isomeren-Gemisch aus 5- und 6-TAMRA-NHS vorliegt, sind im Chro-
matogramm (Abb. 3.8) zwei Signale zu sehen, die zu 5-TAMRA-Azid 34a und 6-TAMRA-Azid
34b reagieren und getrennt werden ko¨nnen. Durch Coinjektion mit isomerenreinem 5-TAMRA-
Azid 34a ko¨nnen die beiden TAMRA-Azid-Signale zugeordnet werden. Da es im weiteren
Verlauf der Arbeit nicht relevant ist, welches Isomer verwendet wird, wird es allgemein mit
TAMRA-Azid 34 bezeichnet. Trotz der Polyethylenglykol-Kette ist TAMRA-Azid 34 im obe-
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Schema 3.4: Synthese von TAMRA-Azid 34 aus TAMRA-NHS 39 und 11-Azido-3,6,9-undecan-
1-amin (40). Die Isomere sind mit Nummern am Ring gekennzeichnet.
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Abbildung 3.8: rp-HPLC-Analyse der Synthese von TAMRA-Azid 34. Die Isomere 5-TAMRA-
Azid 34a und 6-TAMRA-Azid 34b werden einzeln isoliert.
ren millimolaren Bereich nicht in Wasser lo¨slich und muss in DMSO vorgelo¨st oder in Wasser
suspendiert werden.
3.2.2 Bestimmung der optimalen Natriumascorbatkonzentration
Die CuAAC wird durch Cu(I) katalysiert. [136] Da Cu(I) durch Luftsauerstoff oxidiert wird,
mu¨sste die CuAAC unter Sauerstoffausschluss durchgefu¨hrt werden. Einfacher ist der Einsatz
eines Reduktionsmittels, das eine Sauerstoff-freie Umgebung ermo¨glicht und gleichzeitig ein
Cu(II)-Salz zu Cu(I) reduzieren kann. Die Konzentration des Reduktionsmittels muss an die
Reaktionsbedingungen angepasst werden.
Als Kupferquelle dient bei den hier durchgefu¨hrten Reaktionen CuSO4, das mit Natriumascor-
bat reduziert wird. Es werden auch andere Reduktionsmittel, z.B. TCEP, getestet, jedoch erweist
sich Natriumascorbat als effizientester Reduktant (Daten nicht gezeigt). Fu¨r die Bestimmung der
beno¨tigten Konzentration von Natriumascorbat werden in einer CuAAC mit TAMRA-Azid 34
und Propargylalkohol (35) zuna¨chst 3 mM Natriumascorbat vorgelegt. Jeweils die gleiche Men-
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ge wird nach 140 min und 230 min erneut hinzugegeben und ein Zeitverlauf der Reaktion auf-
genommen (siehe Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Bestimmung der optimalen Natriumascorbatkonzentration fu¨r die CuAAC.
Links: Zeitverlauf der CuAAC mit erneuter Zugabe von Natriumascorbat nach 140 und 230 min.
Reaktionsbedingungen: 1.2 mM Propargylalkohol (35), 1.2 mM TAMRA-Azid 34, 0.6 mM
CuSO4, 1.2 mM Prolin, 3 mM (0 min) + je 3 mM (140 und 230 min) Natriumascorbat; 30°C. Die
Proben (1.2 nmol TAMRA-Azid 34) werden sofort durch rp-HPLC mit UV/Vis-Detektion ana-
lysiert. Rechts: Graphische Zusammenfassung. Angaben in % CuAAC-Produkt 38a , Pfeile:
erneute Natriumascorbatzugabe.
Die Reaktion kommt mit 3 mM Natriumascorbat bei einem Umsatz von ca. 50% zum Erlie-
gen. Werden dann erneut 3 mM Natriumascorbat hinzugegeben (erster Pfeil in Abbildung 3.9),
so erho¨ht sich der Umsatz auf 63% und stagniert dann wieder. Durch eine dritte Zugabe von
Natriumascorbat kann der Umsatz nicht weiter erho¨ht werden.
Die Reaktion verla¨uft so schnell, dass fu¨r Analysen ku¨rzere Zeitabsta¨nde sinnvoll sind. Im wei-
teren Verlauf dieser Arbeit werden entnommene Proben sofort mit Iod-Kaliumiodid-Lo¨sung
gestoppt. Diese oxidiert Cu(I) und Natriumascorbat. Somit ko¨nnen feinere Zeitverla¨ufe aufge-
nommen werden.
Da die Reaktion durch die erste erneute Zugabe von Natriumascorbat reaktiviert wird, scheinen
3 mM Natriumascorbat nicht genug zu sein, um dauerhaft reduktive Bedingungen in der Reak-
tionslo¨sung zu gewa¨hrleisten. Mehr als 6 mM Natriumascorbat sind jedoch nicht no¨tig. Bei zu
hohen Konzentrationen kann die CuAAC durch Natriumascorbat sogar inhibiert werden. [145]
Im weiteren Verlauf wird mit 5 mM Natriumascorbat (5 - 8 ¨Aq. in Bezug auf Cu) gearbeitet, das
mit einem 2.4-fachen ¨Uberschuss von Iod-Kaliumiodid-Lo¨sung oxidiert wird.
Es werden auch Cu(I)-Salze getestet (CuBr und Tetrakis(acetonitril)kupfer(I)-triflat). Diese wer-
den jedoch schon im festen Zustand an der Luft oxidiert, was an einer Farba¨nderung von farblos
zu blau oder gru¨n sichtbar ist. Ohne zugegebene Reduktionsmittel sind diese Salze nicht in der
Lage, die CuAAC zu katalysieren (Daten nicht gezeigt). Es wird daher davon abgesehen, ein
einwertiges Cu-Salz zu verwenden.
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3.2.3 Einfluss der Alkinkomponente
Um den Einfluss von Substituenten des Alkins auf die CuAAC zu untersuchen, wird diese mit
Alkinen durchgefu¨hrt, die in Nachbarposition verschiedene Substituenten tragen: Propargyl-
alkohol (35), 2-Penten-4-in-1-ol (36) und Propargylamin (37), siehe Schema 3.3. Von allen
Reaktionen werden Zeitverla¨ufe durch rp-HPLC aufgenommen (siehe Abb. 3.10 A – C).
A: Propargylalkohol (35)
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B: 2-Penten-4-in-1-ol (36)
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C: Propargylamin (37)
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Abbildung 3.10: Zeitverlauf der CuAAC mit den Alkinkomponenten A: Propargylalkohol (35),
B: 2-Penten-4-in-1-ol (36) und C: Propargylamin (37). D: Graphische Zusammenfassung der
Ergebnisse. Angaben in % CuAAC-Produkt 38. Reaktionsbedingungen: 0.6 mM Alkinkompo-
nente, 0.6 mM TAMRA-Azid 34, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25), 5 mM Natriumascorbat;
37°C. Es werden je 1.2 nmol TAMRA durch rp-HPLC mit UV/Vis-Detektion analysiert.
Es entstehen je nach verwendeter Alkinkomponente die CuAAC-Produkte 38a, 38b bzw. 38c
(siehe Schema 3.3). Alle drei Reaktionen laufen innerhalb der ersten 2 min fast vollsta¨ndig
ab (siehe Abb. 3.10 D). Allein die Reaktion mit 2-Penten-4-in-1-ol (36) ist nach 5 min noch
nicht beendet. Die CuAAC mit 2-Penten-4-in-1-ol (36, siehe Abb. 3.10 B) wird zusa¨tzlich im
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gro¨ßeren Maßstab durchgefu¨hrt, um das CuAAC-Produkt 38bzu isolieren und massenspektro-
metrisch zu charakterisieren (berechnet fu¨r C38H45N6O+8 : 713.33, gefunden: 713.60, siehe Abb.
A.6, S. 140).
Mit dieser Analyse kann besta¨tigt werden, dass die CuAAC relativ unabha¨ngig von Substitu-
enten in Nachbarschaft der Dreifachbindung ist. [139] Nur die Anwesenheit einer konjugierten
Doppelbindung scheint den kinetischen Verlauf der Reaktion ein wenig zu verlangsamen. Im
weiteren Verlauf dieses Abschnitts wird Propargylamin (37) als Alkinkomponente eingesetzt,
da es dem Produkt der Modifikationsreaktion von Lysinresten mit dem Cofaktoranalogon Se-
AdoPropin (16) am na¨chsten kommt.
3.2.4 Vergleich verschiedener Liganden
Der Umsatz der CuAAC ha¨ngt davon ab, welcher Ligand fu¨r Cu(I) verwendet wird. [140]
Der Ligand soll einerseits Cu(I) komplexieren, um Oxidation oder Disproportionierung, so-
wie das Binden an Proteine zu verhindern. Zum anderen muss die Komplexierung rela-
tiv labil sein, damit ein Koordinationspartner im Katalysezyklus ausgetauscht werden kann.
In dieser Arbeit werden der zweiza¨hnige Ligand Prolin (41), die vierza¨hnigen Liganden
tris-(Hydroxypropyltriazolylmethyl)amin (THPTA, 25) und tris-(Benzyltriazolylmethyl)amin
(TBTA, 26) und die sterisch anspruchsvolleren Liganden Bathocuproin (42) und Bathophenan-
throlin (28) verglichen (siehe Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11: Strukturen der fu¨r die CuAAC eingesetzten Liganden Prolin (41), THPTA (25),
TBTA (26), Bathocuproin (42) und Bathophenanthrolin (28).
Es wird ein Zeitverlauf ohne Ligand aufgenommen (siehe Abb. 3.12 A), da die Reaktion
auch unter diesen Bedingungen funktionieren sollte. [139,140] Die Reaktion la¨uft in 20 min nicht
vollsta¨ndig ab. Bei den zwei entstehenden Signalen handelt es sich um das CuAAC-Produkt 38c.
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Es bilden sich wahrscheinlich die zwei Regioisomere, die von der nicht-katalysierten Huisgen-
Reaktion bekannt sind. [136]
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B: Prolin (41)
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C: Bathocuproin (42)
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D: Bathophenanthrolin (28)
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Abbildung 3.12: Zeitverlauf der CuAAC A: ohne Ligand und mit den Liganden B: Pro-
lin (41), C: Bathocuproin (42) und D: Bathophenanthrolin (28). Reaktionsbedingungen: A und
D: 0.2 mM Propargylamin (37), 0.1 mM TAMRA-Azid 34, 1 mM CuSO4 (A) bzw. 5 mM CuSO4
und 10 mM Bathophenanthrolin (28) (D), 5 mM Natriumascorbat; 4°C. Es werden 50 pmol TAM-
RA durch rp-HPLC mit Fluoreszenzdetektion analysiert. B und C: 0.6 mM Propargylamin (37),
0.6 mM TAMRA-Azid 34, 0.6 mM CuSO4, 1.2 mM Prolin (41) bzw. 1.8 mM Bathocuproin (42),
5 mM Natriumascorbat; 37°C. Es werden 1.2 nmol TAMRA durch rp-HPLC mit UV/Vis-Detektion
analysiert.
In fru¨heren Arbeiten wurde Prolin (41) als Ligand verwendet. [116] Als zweiza¨hniger Ligand
wird es im doppelten ¨Uberschuss zu Cu(I) eingesetzt. Wie in der Reaktion ohne Ligand ent-
stehen auch hier zwei Produkte (siehe Abb. 3.12 B). Die Reaktion verla¨uft jedoch wesentlich
schneller und das Produkt mit der kleineren Retentionszeit bildet sich vermehrt. Das legt den
Schluss nahe, dass es sich bei diesem Signal um das katalytisch begu¨nstigte 1,4-Regioisomer
handelt. Vermutlich laufen gleichzeitig eine katalysierte und eine nicht-katalysierte Reaktion
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ab. Dies ko¨nnte auch an dem falschen Verha¨ltnis von Prolin zu Kupfer liegen (siehe unten).
Die Triazol-Liganden TBTA (26) und THPTA (25) [142] sind in vielen Untersuchungen als
geeignete Katalysatoren fu¨r die CuAAC definiert worden. [139] Das kommerziell erha¨ltliche
TBTA (26) muss in einem Gemisch aus DMSO/t-BuOH (3:1) zur Reaktion gegeben wer-
den. THPTA (25) dagegen ist wasserlo¨slich. Die Reaktion mit THPTA (25) als Ligand
(sto¨chiometrisches Verha¨ltnis) ist schnell und nahezu vollsta¨ndig (siehe Abb. 3.10 C). Es ent-
steht hauptsa¨chlich das Signal mit kleinerer Elutionszeit. Die Reaktion mit TBTA (26) wird
nicht mit Propargylamin (37) untersucht, verla¨uft mit den anderen Alkinkomponenten jedoch
analog zur Reaktion mit THPTA (25) (Daten nicht gezeigt). THPTA (25) und TBTA (26) sind
damit sehr gute Liganden fu¨r die CuAAC. Die hohe Wasserlo¨slichkeit von THPTA (25) ist fu¨r
Reaktionen an modifizierten Proteinen von Vorteil.
Bathocuproin (42) und Bathophenanthrolin (28) basieren auf einem Phenyl-funktionalisierten
Phenanthrolingeru¨st, das zur Erho¨hung der Wasserlo¨slichkeit sulfoniert ist. Bathophenanthro-
lin (28) wird als stark beschleunigender Ligand beschrieben. [144,167] Da beide mit Cu(I) einen
gru¨nen Komplex eingehen, ist leicht festzustellen, ob Cu(I) in Lo¨sung vorhanden ist. Die Zeit-
verla¨ufe der CuAAC mit Phenanthrolin-Liganden sind in Abbildung 3.12 C und D dargestellt.
Wa¨hrend der Umsatz mit Bathocuproin (42) geringer ist als ohne Ligand (siehe 3.12 C), ist die
Reaktion mit Bathophenanthrolin (28) schnell vollsta¨ndig beendet (3.12 D). Es la¨sst sich fest-
halten, dass Bathocuproin (42) ein Inhibitor der Reaktion ist, wa¨hrend sich Bathophenanthrolin
(28) gut fu¨r die CuAAC eignet. Dies ha¨ngt wahrscheinlich mit dem unterschiedlichen sterischen
Anspruch der Liganden zusammen.
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Abbildung 3.13: Vergleich der Liganden Prolin (41), THPTA (25) und Bathocuproin (42) im
Zeitverlauf. Umsa¨tze in % CuAAC-Produkt 38c.
Der Vergleich der Liganden Prolin (41), THPTA (25) und Bathocuproin (42) in Abbildung 3.13
zeigt die unterschiedlichen Fa¨higkeiten der Liganden, die CuAAC zu katalysieren. Auf Basis
dieser Ergebnisse wird THPTA (25) als Ligand fu¨r weitere Untersuchungen ausgewa¨hlt. Als
Alternative ko¨nnte Bathophenanthrolin (28) eingesetzt werden.
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3.2.5 Untersuchung zum Cu/THPTA (25)-Verha¨ltnis
Das Verha¨ltnis von Kupfer zu Ligand, hier THPTA (25), spielt eine entscheidende Rolle fu¨r den
Umsatz der Reaktion. [145] So betonen manche Autoren, dass die THPTA (25)- bzw. TBTA (26)-
Konzentration drei- bis fu¨nfmal ho¨her als die von Cu(I) sein sollte, [145] wa¨hrend andere Autoren
Cu(I) im 10-fachen ¨Uberschuss zur TBTA (26) einsetzen. [168] Die Sto¨chiometrie soll fu¨r das
hier verwendete System untersucht werden. Es werden Reaktionen mit 1 ¨Aq. (siehe Abb. 3.14 A
und C), 5 ¨Aq. (3.14 B) und 0.1 ¨Aq. (3.14 D) THPTA (25) in Bezug auf Kupfer verglichen. In den
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B: 0.6 mM Cu, 3 mM THPTA (25)
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D: 1 mM Cu, 0.1 mM THPTA (25)
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Abbildung 3.14: Zeitverlauf der CuAAC mit verschiedenen Katalysatorzusammensetzungen.
A: 0.6 mM Cu, 0.6 mM THPTA (25), B: 0.6 mM Cu, 3 mM THPTA (25) C: 1 mM Cu, 1 mM
THPTA (25) und D: 1 mM Cu, 0.1 mM THPTA (25), Reaktionsbedingungen: A und B: 0.08 mM
Propargylamin (37), 0.16 mM TAMRA-Azid 34, 0.6 mM CuSO4, 0.6 bzw. 3 mM THPTA (25),
5 mM Natriumascorbat; 4°C. Es werden 80 pmol TAMRA durch rp-HPLC mit UV/Vis-Detektion
analysiert. C und D: 0.2 mM Propargylamin (37), 1 bzw. 0.1 mM TAMRA-Azid 34, 1 mM CuSO4,
0.1 mM THPTA (25), 5 mM Natriumascorbat; 4°C. Es werden 50 pmol TAMRA durch rp-HPLC
mit Fluoreszenzdetektion analysiert.
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Reaktionen mit 0.6 mM CuSO4 (3.14 A und B) wird TAMRA-Azid 34 im 2-fachen ¨Uberschuss
eingesetzt. Vollsta¨ndiger Umsatz in Bezug auf die Unterschusskomponente Propargylamin (37)
ist dann erreicht, wenn TAMRA-Azid (34) zu 50% umgesetzt ist.
Mit der graphischen Zusammenfassung in Abbildung 3.15 la¨sst sich klar ein optimales
Verha¨ltnis von Cu zur THPTA (25) ableiten. Die schnellste Reaktion wird erzielt, wenn Cu
und THPTA (25) equimolar vorliegen. Sind nur 10% THPTA (25) vorhanden, verla¨uft die Re-
aktion wesentlich langsamer. Die Reaktion mit einem 5-fachen ¨Uberschuss an THPTA (25) ist
a¨hnlich langsam wie die Reaktion ohne Ligand (Chromatogramm dazu in Abb. 3.12 B), es ent-
steht jedoch nur ein Produkt. Mo¨glich ist, dass hier die THPTA-Konzentration so groß ist, dass
der Komplex eine andere Sto¨chiometrie bekommt und damit fu¨r die Katalyse nicht mehr aktiv
ist. Fu¨r den weiteren Verlauf der Arbeit wird basierend auf diesen Ergebnissen ein Cu:THPTA-
Verha¨ltnis von 1:1 gewa¨hlt.
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Abbildung 3.15: Graphische Zusammenfassung der Umsa¨tze aus Abbildung 3.14. Angaben
in % CuAAC-Produkt 38c.
3.2.6 Inhibition durch Thiole
Fu¨r die Anwendung der CuAAC in Proteinlo¨sungen muss ausgeschlossen werden, dass diese
durch Puffersubstanzen inhibiert wird. Da Thiole viele Katalysatoren vergiften, indem sie zu
stark die ¨Ubergangsmetall-Zentren binden, [145] wird die inhibitorische Wirkung der ga¨ngigen
Thiole in biologischen Puffern, β-Mercaptoethanol und 1,4-Dithio-D,L-threitol (DTT), auf die
CuAAC untersucht.
Sowohl 6 mM β-Mercaptoethanol als auch 6 mM DTT inhibieren die CuAAC vollsta¨ndig (siehe
Abb. 3.16). Bei 1 mM DTT ist die inhibierende Wirkung etwas geringer, erkennbar an einem
kleinen Signal von CuAAC-Produkt 38c. Zusa¨tzlich zum Vergiften des Katalysators sind sowohl
DTT als auch β-Mercaptoethanol in der Lage, Azide zu Aminen zu reduzieren. In diesem Fall
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mu¨sste im Chromatogramm ein weiteres Signal fu¨r das reduzierte TAMRA-Azid entstehen, was
aber nicht zu beobachten ist.
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Abbildung 3.16: Inhibition der CuAAC durch Thiole. Bei der Reaktion mit β-Mercaptoethanol
ist technisch bedingt weniger Substanz aufgespritzt. Reaktionsbedingungen: 0.6 mM Propar-
gylamin (37), 1.2 mM TAMRA-Azid 34, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25), 5 mM Natriumas-
corbat; 4°C; 10 min. Es werden 500 pmol TAMRA durch rp-HPLC mit UV/Vis-Detektion analy-
siert.
Als Fazit aus dieser Inhibitionsstudie werden jegliche Thiole aus den Reaktionspuffern der
CuAAC entfernt. Proteine und Bakterienlysate werden, wenn mo¨glich, ohne Thiole gelagert,
um den Eintrag an Thiolen in die Reaktionsmischung gering zu halten.
3.2.7 Inhibition durch Proteinlysat
Ebenso wie Thiole ko¨nnen Proteine inhibitorisch auf die CuAAC wirken. Dies wird getestet, in-
dem zu einer Reaktion unterschiedliche Mengen von Proteinlysat (von E. coli -Stamm SC08) [86]
hinzugegeben und Zeitverla¨ufe aufgenommen werden. Die Reaktionen ohne Lysat (siehe Abb.
3.17 A) und mit einer Lysatkonzentration von 1 µg/µL (siehe Abb. 3.17 B) sind nahezu iden-
tisch. Mit steigender Lysatkonzentration wird jedoch die Produktion von 38c deutlich verringert
(siehe Abb. 3.17 C – E). In Abbildung 3.17 F sind die Daten der rp-HPLC-Analyse zusammen-
gefasst. Je mehr Lysat eingesetzt wird, desto geringer ist der Umsatz der Reaktion. Bei 10 µg/µL
wird die Reaktion vollsta¨ndig unterdru¨ckt. Dies kann u.a. auf den in Proteinen befindlichen Cy-
steinen beruhen, die den gleichen Effekt wie die in Abschnitt 3.2.6 untersuchten Thiole haben
ko¨nnten.
Aus dieser Studie lassen sich wertvolle Schlu¨sse fu¨r die weitere Anwendung der CuAAC in
Bakterienlysaten ziehen. Lysat inhibiert nicht grundsa¨tzlich die CuAAC, sondern nur in sehr
hohen Konzentrationen. Daraus ergibt sich, dass die Konzentration von Cu der Lysatkonzentra-
tion in Optimierungsstudien angepasst werden muss, was in dieser Arbeit bei der CuAAC an
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B: Lysatkonzentration: 1 µg/µL
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C: Lysatkonzentration: 2 µg/µL
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D: Lysatkonzentration: 5 µg/µL
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E: Lysatkonzentration: 10 µg/µL
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Abbildung 3.17: Zeitverlauf der CuAAC in Anwesenheit verschiedener Lysatmengen bei kon-
stanter Cu(I)-Konzentration. A: ohne Lysat, mit B: 1 µg/µL, C: 2 µg/µL, D: 5 µg/µL und E:
10 µg/µL Lysat, F: Graphische Zusammenfassung. Umsa¨tze in % CuAAC-Produkt 38c. Reak-
tionsbedingungen: 0.2 mM Propargylamin (37), 0.1 mM TAMRA-Azid 34, 1 mM CuSO4, 0.1 mM
THPTA (25), 5 mM Natriumascorbat; 4°C. Es werden 50 pmol TAMRA durch rp-HPLC mit Fluo-
reszenzdetektion analysiert.
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alkinylierten Proteinen geschehen soll (siehe Abschnitt 3.3.3).
3.2.8 Analyse der CuAAC mit TAMRA-Alkin 50
Die Markierung von einem der beiden Reaktanden der CuAAC mit einem Fluorophor
ermo¨glicht nicht nur die Analyse und Optimierung der Reaktion, sondern erlaubt es, diesen
Reaktanden im Verlaufe der Reaktion zu verfolgen. Wu¨rden Nebenreaktionen stattfinden, so
sollten sich statt nur eines Signals mehrere Signale in den Chromatogrammen bilden. Bis jetzt
wurde die Azidkomponente der CuAAC mit TAMRA markiert und damit verfolgt. Nebenreak-
tionen traten nicht auf. Durch die Verwendung von TAMRA-Alkin 50 kann auch die Alkinkom-
ponente wa¨hrend der Reaktion verfolgt werden, die anfa¨llig fu¨r Nebenreaktionen ist. [140]
Synthese von TAMRA-Alkin 50
Fu¨r die Synthese von TAMRA-Alkin (50) muss zuna¨chst das beno¨tigte 12-Amino-4,7,10-
trioxadodec-1-in (49) hergestellt werden (siehe Schema 3.5). [169] Dafu¨r wird in einer Ether-
synthese Triethylenglykol (43) mit Propargylbromid (44) im Unterschuss monoalkinyliert. Die
zweite Hydroxylgruppe von 45 wird mit Tosylchlorid (46) aktiviert, um dann mit einem Azid
substituiert zu werden. Es bildet sich 12-Azido-4,7,10-trioxadodec-1-in (48). Das eingefu¨hrte
Azid wird dann mit Triphenylphosphin in einer Staudinger-Reaktion zum Amin 49 reduziert.
1. PPh3, THF,
25°C - 30°C, 20 h
2. H2O, 
30°C, 20 h
24.7%
NaN3
TBAI, DMF
45°C, 10 h
54.6%
HO O O OH
Br
1. KOH, 
40°C, 30 min
2.                    
60°C, 3 h 
33.4%
79.7%
OHO 3
ON3 3
OTsO 3
OH2N 3
p-TsCl
KOH, DCM
0°C, 2 h
43 44 45
46
47
48 49
Schema 3.5: Synthese von 12-Amino-4,7,10-trioxadodec-1-in (49). [169]
Analog zur Synthese von TAMRA-Azid 34 (siehe Abschnitt 3.2.1) wird TAMRA-Alkin 50
durch Peptidkupplung aus TAMRA-NHS 39 und 12-Azido-4,7,10-trioxadodec-1-in (48) syn-
thetisiert (siehe Schema 3.6). Da TAMRA-NHS 39 als Isomerengemisch vorliegt, entstehen bei
der Reaktion zwei Isomere von TAMRA-Alkin (50a und 50b , siehe Abb. 3.18). Die Isomere
ko¨nnen getrennt isoliert werden. Eine Zuordnung der Isomere zu den Signalen wird jedoch nicht
vorgenommen.
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Schema 3.6: Synthese von TAMRA-Alkin 50.
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Abbildung 3.18: rp-HPLC-Analyse der Synthese von TAMRA-Alkin 50.
Analyse der CuAAC mit TAMRA-Alkin 50
Fu¨r die CuAAC mit TAMRA-Alkin 50 wird als Azid-Komponente 3-Azidopropanol (51) von
Michael Martin zur Verfu¨gung gestellt. Die untersuchte Reaktion ist in Schema 3.7 dargestellt.
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Schema 3.7: Reaktion fu¨r die rp-HPLC-Analyse der CuAAC mit TAMRA-Alkin 50 und
3-Azidopropanol (51). Es bildet sich aus dem Alkin (blau) und dem Azid (rot) ein Triazol. In
rosa gezeichnet ist der Fluorophor TAMRA.
In der Reaktion bilden sich mehrere Produkte (siehe Abb. 3.19). Das Edukt TAMRA-Alkin 50
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wird im 2-fachen ¨Uberschuss in Bezug auf die Azidkomponente 3-Azidopropanol (51) zugege-
ben. In der CuAAC kann es daher ho¨chstens um die Ha¨lfte abnehmen. Dies geschieht innerhalb
der ersten 5 min. Analog zur CuAAC mit TAMRA-Azid 34 ko¨nnte es also sein, dass in den
ersten fu¨nf Minuten die CuAAC-Reaktion stattfindet und sich das Tetrazol 52 mit kleinerer
Retentionszeit bildet. Nach 25 min ist das Edukt-Signal jedoch fast vollsta¨ndig verschwunden,
dafu¨r sind die Signale a bis d zusa¨tzlich entstanden.
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Abbildung 3.19: Zeitverlauf der CuAAC mit TAMRA-Alkin 50 und 3-Azidopropanol (51). Neue
Signale sind mit a, b, c oder d in der Farbe der jeweiligen Spur markiert. Reaktionsbedingungen:
0.3 mM TAMRA-Alkin 50, 0.15 mM 3-Azidopropanol (51), 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25),
5 mM Natriumascorbat; 37°C. Es werden 500 pmol durch rp-HPLC mit UV/Vis-Detektion analy-
siert.
Die Alkinkomponente neigt in der CuAAC zu Nebenreaktionen, die den Umsatz verringern
ko¨nnen. Dies kann auch mit Alkin-modifizierten Proteinen geschehen. Eine 100%ige Markie-
rung wa¨re damit nicht mo¨glich. Weitere Analysen der Reaktion wa¨ren jedoch no¨tig, um genaue-
re Schlu¨sse zu ziehen. Dies ko¨nnte mit dem hier vorgestellten Verfahren durchgefu¨hrt werden.
So ko¨nnte auch der Katalysezyklus na¨her untersucht werden.
Aus den Untersuchungen zur CuAAC lassen sich folgende Schlu¨sse ziehen: (1) Die CuAAC
la¨uft generell schnell und unabha¨ngig davon ab, welche Komponente im ¨Uberschuss und welche
im Unterschuss vorhanden ist. (2) Die Anwesenheit von Cu(I) ist essentiell fu¨r die Reaktion und
muss durch einen ¨Uberschuss an Natriumascorbat aufrecht erhalten werden. (3) Der Umsatz
der CuAAC ha¨ngt nicht wesentlich von den Substituenten in Nachbarschaft zum terminalen
Alkin ab. (4) Wichtig fu¨r den vollsta¨ndigen Umsatz ist neben der Natur des Liganden auch
das Verha¨ltnis zwischen Ligand und Cu(I). (5) Die CuAAC wird effizient durch Thiole und
Proteinlysat inhibiert und muss daher fu¨r jede Anwendung erneut optimiert werden. (6) Die
Alkinkomponente neigt zu Nebenreaktionen.
Fu¨r die Anwendung der CuAAC zur Proteinmarkierung bieten die hier gewonnen Erkenntnisse
wichtige Anhaltspunkte. Trotzdem ist eine weitere Optimierung der CuAAC in Proteinlo¨sungen
unumga¨nglich. Sie erfolgt in Abschnitt 3.3.3.
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3.3 Das zweistufige Markierungsverfahren
Die bis hierhin einzeln an Modellsystemen untersuchten Teilschritte des zweistufigen Markie-
rungsverfahrens werden nun zur Markierung von Proteinen kombiniert. Die zweistufige Mar-
kierungsreaktion ist in Schema 3.8 mit den verwendeten Cofaktoranaloga und Markierungssub-
stanzen abgebildet. Im gleichen Reaktionsgemisch wird zuna¨chst die enzymatische Modifika-
tionsreaktion und anschließend die chemische Markierungsreaktion durchgefu¨hrt. Die Reakti-
onsbedingungen mu¨ssen daher fu¨r beide Reaktionen gemeinsam optimiert sein.
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Schema 3.8: Das verwendete zweistufige Markierungsverfahren von Proteinen. Im ersten
Schritt wird die Seitenkette (rot) von den angegebenen Cofaktoranaloga auf das Substrat Histon
H3 (Kristallstruktur) durch die Histon-MTasen Dim-5 oder Clr4 u¨bertragen. Im zweiten Markie-
rungsschritt erfolgt die CuAAC mit Cu(I), den Liganden Prolin (41) oder THPTA (25) und mit
Azid- oder Alkin-derivatisiertem TAMRA (34 bzw. 50) oder Biotin (53 bzw. 54), dargestellt als
Stern (magenta).
Das zweistufige Markierungsverfahren wurde mit Dim-5 und AdoEnIn (12) entwickelt. [116]
Hier sollen die MTasen Dim-5 und Clr4 mit den Cofaktoranaloga AdoEnIn (12), SeAdoPro-
pin (16) und SeAdoPropylazid (33) getestet werden (vgl. Abschnitt 3.1.2). Das modifizier-
te Substrat Histon H3 soll durch CuAAC mit TAMRA-Azid 34 bzw. TAMRA-Alkin 50 oder
Biotin-Azid 53 bzw. Biotin-Alkin 54 markiert werden. Der Nachweis der mit TAMRA markier-
ten Proteine erfolgt durch Fluoreszenz im SDS-PAGE-Gel. Biotinylierte Proteine werden im
Western Blot mit Avidin-Meerrettichperoxidase (Avidin-HRP) nachgewiesen. Zur Beladungs-
kontrolle dient das mit Coomassie Blau gefa¨rbte SDS-Gel oder die mit Ponceau S gefa¨rbte
Membran.
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3.3.1 Dim-5
Die Aktivita¨t von Dim-5 mit verschiedenen Cofaktoranaloga wurde am Substratpeptid 29 in
Abschnitt 3.1 untersucht. Das Peptid 29 wird nun durch das natu¨rliche Substratprotein Histon
H3 ersetzt. Die Verwendung von Proteinen statt Peptiden fu¨hrt zur Anwesenheit von bedeutend
mehr unspezifischen Modifikationsmo¨glichkeiten fu¨r die Cofaktoranaloga. Die Aktivita¨t von
Dim-5 mit Histon H3 wird radioaktiv besta¨tigt (Daten nicht gezeigt).
3.3.1.1 SeAdoPropin (16) und SeAdoPropylazid (33)
Die Cofaktoranaloga SeAdoPropin (16) und SeAdoPropylazid (33), deren Seitenkette Dim-5
auf das Peptid 29 u¨bertragen kann, sollen nun im zweistufigen Markierungsverfahren an Histon
H3 getestet werden. In der CuAAC wird dafu¨r in der Reaktion mit SeAdoPropin (16) Biotina-
zid 53, mit SeAdoPropylazid (33) Biotinalkin 54 eingesetzt (siehe Schema 3.8).
SeAdoPropylazid (33) SeAdoPropin (16)
Dim-5 + + – + – + +
Histon H3 + – + + + – +
Cofaktor + + + – + + +
1 2 3 4 5 6 7
55 kDa
40 kDa
35 kDa
25 kDa
15 kDa
55 kDa
40 kDa
35 kDa
25 kDa
15 kDa
Avidin-HRP-
Detektion
Ponceau-
Fa¨rbung
*
H3
Dim-5
*
H3
Abbildung 3.20: Western Blot-Analyse des zweistufigen Markierungsverfahrens mit Dim-5
und mit SeAdoPropylazid (33) oder SeAdoPropin (16). Reaktionsbedingungen: Modifikations-
reaktion: 600 µM SeAdoPropylazid (33) oder SeAdoPropin (16), je 6.5 µM Dim-5 und Histon
H3, 20°C, 4.5 h; CuAAC: 1.2 mM Biotinalkin 54 bzw. Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM
THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, RT, 1 h. Stern: Histon H3-Dimer.
Histon H3 kann mit beiden Cofaktoranaloga und Dim-5 markiert werden (siehe Abb. 3.20,
Spuren 1 und 7). Die mit einem einem Stern markierte Bande ist wahrscheinlich dem H3-Dimer
zuzuordnen, das sich bei dem hohen pH-Wert der Reaktion (pH 9.8) vermehrt bildet.
Die Signale von markiertem Histon H3 sind mit beiden Cofaktoranaloga etwa gleich groß.
Dies widerspricht dem Ergebnis der Modifikationsstudien, bei denen mit SeAdoPropin (16)
der gro¨ßere Umsatz erzielt wurde (vgl. Abschnitt 3.1.2). Der Umsatz der Modifikationsreaktion
am Protein ist wahrscheinlich ho¨her als am Peptid, da die Bindung zu Dim-5 durch zusa¨tzliche
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Wechselwirkungen versta¨rkt werden kann. Auch ist der ¨Uberschuss an Cofaktoranaloga we-
sentlich gro¨ßer und die Reaktionszeit mit 4.5 h la¨nger. Des Weiteren ko¨nnte auch die CuAAC
unterschiedlich ablaufen je nachdem, ob das Protein Azid- oder Alkin-funktionalisiert ist.
3.3.1.2 Analyse der Methylierung mit AdoMet (1) mit Hilfe von AdoEnIn (12)
Bei der Analyse der Modifikationsreaktion durch rp-HPLC konnte gezeigt werden, dass die
Modifikation mit AdoEnIn (12) durch AdoMet (1) blockiert wird. Dadurch kann indirekt die
Methylierung am Substrat beobachtet werden (vgl. Abschnitt 3.1.1). Dies soll auch mit Histon
H3 getestet werden. Dafu¨r wird eine Modifikationsreaktion mit AdoMet (1) angesetzt und nach
2, 20, 40, 60 und 180 min eine Probe entnommen. Die Proben werden sofort mit Perchlorsa¨ure
(PCA) versetzt und die Proteine u¨ber Nacht gefa¨llt. In der sauren Umgebung wird die Modi-
fikationsreaktion durch Denaturierung der MTase gestoppt. Die gefa¨llten Proteine werden ge-
waschen und wieder in Wasser aufgenommen. Damit wird auch AdoMet (1) entfernt und die
Konkurrenz beider Cofaktoren um die Bindungstasche ausgeschlossen. Anschließend wird eine
zweite Modifikationsreaktion mit dem resolubilisierten Histon H3 und AdoEnIn (12) durch-
gefu¨hrt, auf die die CuAAC mit Biotinazid 53 folgt (siehe Abb. 3.21).
In Spuren 2 bis 7 sind die gefa¨llten und damit potenziell zweimal modifizierten Proben aufge-
tragen und in den Spuren 8 bis 11 die nicht gefa¨llten, potenziell einmal modifizierten Proben.
Die Signale von unmodifiziertem gefa¨llten Histon H3 (Spur 7) und nicht gefa¨lltem Histon H3
(Spur 8) sind gleich stark. Die Fa¨llung ist daher quantitativ und auf diese Weise gefa¨lltes und
resolubilisiertes Histon H3 kann weiterhin als Substrat fu¨r Dim-5 fungieren. Da in den Spu-
ren 2 bis 6 keine bzw. nur sehr schwache Signale zu sehen sind, wird Histon H3 in diesen
Spuren methyliert. Erst bei einer sta¨rkeren Belichtung (60 s statt 1 s) sind in den Spuren 2 und
3 deutliche und in den Spuren 4 bis 6 schwache Banden zu erkennen. Histon H3 wird demnach
unter diesen Bedingungen nach 20 bis 40 min praktisch vollsta¨ndig methyliert (Spur 4). Sind
sowohl AdoMet (1) als auch AdoEnIn (12) anwesend, so ist die ¨Ubertragung der Seitenkette
von AdoEnIn (12) auch unterdru¨ckt (Spur 11).
Dim-5 hat mit AdoEnIn (12) die gleiche Sequenzspezifita¨t wie mit AdoMet (1). Es handelt sich
daher auch bei der Modifikation mit AdoEnIn (12) um die enzymatische ¨Ubertragung der Sei-
tenkette auf Histon H3K9 und nicht auf andere Positionen. Dass Cofaktoranaloga mit la¨ngeren
Seitenketten die Sequenzspezifita¨t a¨ndern, kann hiermit fu¨r Dim-5 und AdoEnIn (12) ausge-
schlossen werden.
3.3.1.3 Analyse der Sequenzspezifita¨t durch Methylierung
Nun soll Sequenzspezifita¨t von SeAdoPropin (16) im Vergleich zu der von AdoEnIn (12) unter-
sucht werden. Es werden jeweils doppelte Ansa¨tze der Modifikation 1 (Methylierung) angesetzt
und die Proteine gefa¨llt. Erst die resolubilisierten Proteine werden auf je zwei Reaktionsansa¨tze
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AdoMet (1) 2 20 40 60 180 180 min
Dim-5 + + + + + –Modifikation 1
Fa¨llung
Modifikation 2 AdoMet (1) – – – – – – – – – +AdoEnIn (12) + + + + + + + + + +
Dim-5 M + + + + + + + – 2x + M
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
20 kDa
30 kDa
40 kDa
70 kDa
55 kDa
40 kDa
35 kDa
25 kDa
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Avidin-HRP-Detektion, 1 s
Avidin-HRP-Detektion, 60 s
Ponceau-
Fa¨rbung
*
H3
H3
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*
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Abbildung 3.21: Western Blot-Analyse der Methylierung mit AdoMet (1) durch Inhibition der
Alkylierung mit AdoEnIn (12). Die erste Modifikation wird mit AdoMet (1), die zweite mit Ado-
EnIn (12) durchgefu¨hrt. Zwischen beiden Modifikationen werden die Proteine mit PCA gefa¨llt.
Reaktionsbedingungen: Modifikationsreaktion 1: 1 mM AdoMet (1), je 6.5 µM Dim-5 und Histon
H3, 20°C; Fa¨llung mit PCA u¨ber Nacht; Modifikationsreaktion 2: 6.5 µM gefa¨lltes Histon H3,
600 µM AdoEnIn (12), zusa¨tzlich 6.5 µM Dim-5, evtl. 1 mM AdoMet (1), 20°C, 1.5 h; CuAAC:
1.2 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, RT, 1 h.
M: Marker, Stern: Histon H3-Dimer.
mit den beiden Cofaktoranaloga aufgeteilt. So ist gewa¨hrleistet, dass Intensita¨tsunterschiede
nicht durch verschiedene Mengen an Histon H3 zustande kommen.
Die Sequenzspezifita¨t mit AdoEnIn (12) wird in diesem Experiment besta¨tigt (siehe Abb. 3.22).
Wird in Modifikation 1 Dim-5 und AdoMet (1) zugegeben, so ist kein Signal der Modifikation
mit AdoEnIn (12) sichtbar (Spur 2). Wird in Modifikation 1 Dim-5 weggelassen, so ist das
Signal etwa gleich stark wie das vom nicht gefa¨llten Histon H3 (vgl. Spur 3 mit 6). Mit Se-
AdoPropin (16) ist auch nach Methylierung in der Modifikation 1 eine schwache Bande zu
sehen (Spur 4), ohne Methylierung ist sie jedoch deutlich intensiver (Spur 5). Das Verha¨ltnis
der beiden Signale mit und ohne Vormethylierung ist bei beiden Cofaktoranaloga vergleichbar.
Die Modifikationsreaktion mit SeAdoPropin (16) kann nicht durch einen nur 1.7-fachen
¨Uberschuss von AdoMet (1) inhibiert werden (vgl. Spur 7 und 8). Dies ko¨nnte in der Schnellig-
keit der Reaktion mit SeAdoPropin (16) begru¨ndet sein, die vielleicht vergleichbar mit der mit
AdoMet (1) ist.
Die Reaktion mit SeAdoPropin (16) scheint unspezifischer als mit AdoEnIn (12) zu sein. Se-
AdoPropin (16) ko¨nnte aufgrund der ho¨heren Aktivita¨t eher mit anderen nucleophilen Positio-
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AdoMet (1) + + + +
Dim-5 + – + –Modifikation 1
Fa¨llung
Modifikation 2 AdoMet (1) – – – – – – +
AdoEnIn (12) + + – – + – –
SeAdoPropin (16) – – + + – + +
Dim-5 M + + + + + + +
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Abbildung 3.22: Western Blot-Analyse der Sequenzspezifita¨t von Dim-5 mit SeAdoPropin (16)
im Vergleich zu AdoEnIn (12). Die erste Modifikation wird mit AdoMet (1), die zweite mit Se-
AdoPropin (16) bzw. AdoEnIn (12) durchgefu¨hrt. Zwischen den beiden Modifikationsreaktionen
werden die Proteine gefa¨llt. Reaktionsbedingungen: Modifikation 1: 1 mM AdoMet (1), je 6.5 µM
Dim-5 und Histon H3, 20°C, 1 h; Fa¨llung mit PCA u¨ber Nacht; Modifikation 2: 6.5 µM gefa¨lltes
Histon H3, 600 µM SeAdoPropin (16) bzw. AdoEnIn (12), zusa¨tzlich 6.5 µM Dim-5, evtl. 1 mM
AdoMet (1), 20°C, 1 h; CuAAC: 1.2 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25),
50 mM Natriumascorbat, RT, 1 h. M: Marker.
nen im Protein reagieren als AdoEnIn (12). Ob die Verwendung von SeAdoPropin (16) zu einer
vera¨nderten Sequenzspezifita¨t von Dim-5 fu¨hrt, muss daher weiter untersucht werden.
3.3.1.4 Analyse der Sequenzspezifita¨t mit Histon H3-Varianten
Die Sequenzsspezifita¨t von SeAdoPropin (16) soll mit einer Histon H3-Variante untersucht wer-
den, bei der die Zielaminosa¨ure Lysin 9 durch eine andere Aminosa¨ure, Alanin, ersetzt ist. Eine
¨Ubertragung der Cofaktorseitenkette kann dann an dieser Position nicht stattfinden. Die Ex-
pressionsplasmide fu¨r Histon H3-WT und die Varianten H3-K9A sowie H3-K4A wurden von
P. Voigt und D. Reinberg (Howard Hughes Medical Institute, Piscataway, USA) zur Verfu¨gung
gestellt und die Proteine in E. coli exprimiert und aufgereinigt (siehe Abb. A.8, S. 141). Die
Variante H3-K4A dient als Positivkontrolle. Sie hat den gleichen Austausch von Lysin gegen
Alanin, aber an einer anderen Position.
Fu¨r den Zeitverlauf der Modifikationsreaktion mit SeAdoPropin (16) wird je eine Reaktion mit
H3-WT und H3-K9A angesetzt, sofort aufgeteilt und nach den angegebenen Zeitpunkten mit ei-
nem CuAAC-Mix versetzt, wodurch SeAdoPropin (16) zerfa¨llt (Daten nicht gezeigt). Nach der
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CuAAC wird jede Probe mit SDS-PAGE-Probenpuffer versetzt, um die CuAAC durch Zugabe
von β-Mercaptoethanol (siehe Abschnitt 3.2.6) zu stoppen. Auf diese Weise ist sichergestellt,
dass die CuAAC in jeder Probe gleich verla¨uft. Die Proben zum Zeitpunkt 0 min werden vor
der Zugabe von SeAdoPropin (16) abgenommen.
Zeit / min 0 0 5 5 10 10 30 30 60 60 60 60 60 60
Dim-5 + + + + + + + + + + + – – +
Histon H3 WT K9A WT K9A WT K9A WT K9A WT K9A M K4A WT K9A –
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Abbildung 3.23: Western Blot-Analyse der Sequenzspezifita¨t von Dim-5 mit SeAdoPropin (16)
durch Verwendung von Histon H3-Varianten. Reaktionsbedingungen: Modifikationsreaktion:
600 µM SeAdoPropin (16), je 6.5 µM Dim-5 und Histon H3-WT, H3-K9A oder H3-K4A, 20°C;
CuAAC: 1.2 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat,
RT, 1 h. M: Marker.
Im Western Blot entwickelt sich deutlich ein Signal mit H3-WT (Abb. 3.23, Spuren 1, 3, 5,
7 und 9). Das Signal der K9A-Variante (Abb. 3.23, Spuren 2, 4, 6, 8 und 10) ist wesentlich
schwa¨cher. Die Variante K4A erzielt ein mit dem WT vergleichbares, starkes Signal (Spur 12,
vgl. mit Spur 9). Das deutlich schwa¨chere Signal der Variante K9A deutet darauf hin, dass auch
andere Reste neben dem Ziellysin geringfu¨gig modifiziert werden. Da Spur 14 (ohne Dim-5)
kein Signal zeigt, ist die geringe nichtspezifische Reaktion an H3-K9A enzymkatalysiert.
Das Ergebnis entspricht im Wesentlichen dem vorherigen. Mit Dim-5 und SeAdoPropin (16)
wird Histon H3 in geringem Maße unspezifisch, d. h. nicht an K9, markiert. Dim-5 kann in ge-
ringerem Umfang (ca. Faktor 5) auch Histon H3K27 modifizieren. [170] Das Signal der Reaktion
mit SeAdoPropin (16) ist viel sta¨rker als mit AdoEnIn (12), so dass diese Markierung sichtbar
wird.
Analog zu den Modifikationsstudien am Peptid zeigt Dim-5 auch am Protein eine hohe Ak-
zeptanz fu¨r die synthetischen Cofaktoranaloga. Die zweistufige Markierungsreaktion ist mit
allen drei untersuchten Cofaktoranaloga mo¨glich. Das Signal ist mit SeAdoPropin (16) und Se-
AdoPropylazid (33) sta¨rker als mit AdoEnIn (12), weswegen enzymatische Nebenreaktionen,
etwa die Modifikation an Histon H3K27, sichtbar werden ko¨nnten. Die Reaktion ist mit Se-
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AdoPropin (16) so schnell, dass sie sich kaum mit einem geringen ¨Uberschuss von AdoMet (1)
inhibieren la¨sst.
3.3.2 Clr4
Clr4 ist wie Dim-5 eine Histon H3K9-MTase. [171] In Modifikationsstudien am Peptid ist Clr4
mit dem Cofaktoranalogon AdoPropen (10) aktiv. [108] Im zweistufigen Markierungsverfahren
wurde sie jedoch noch nicht ausprobiert. Der N-Terminus von Clr4 mit MTase-Aktivita¨t wurde
von einem von R.-M. Xu (Emory University, Atlanta, USA) zur Verfu¨gung gestellten Plasmid
exprimiert und aufgereinigt (siehe Abb. A.9, S. 142). [172]
3.3.2.1 AdoEnIn (12) und SeAdoPropin (16)
Clr4 wird mit den Cofaktoranaloga AdoEnIn (12) und SeAdoPropin (16) getestet und mit Dim-5
verglichen. Die Markierung erfolgt mit TAMRA-Azid 34. Durch Fa¨llung der Proteine werden
u¨berschu¨ssige TAMRA enthaltende Moleku¨le abgetrennt. Die mit TAMRA markierten Proteine
werden im Gel auf dem UV-Tisch (λ = 312 nm) angeregt und mit einer Digitalkamera mit Filter
(540 nm ± 50 nm) fotografiert. Zur Beladungskontrolle wird das SDS-PAGE-Gel anschließend
mit Coomassie Blau gefa¨rbt.
Clr4 modifiziert Histon H3 sowohl mit SeAdoPropin (16) (siehe Abb. 3.24, Spur 1), als auch
mit SeAdoPropin (16) (Spur 4). Das Muster sieht mit Dim-5 analog aus. Signale treten nur in
den Spuren 8 (mit SeAdoPropin (16)) und 11 (mit AdoEnIn (12)) auf. Bei beiden Enzymen ist
das Signal mit SeAdoPropin (16) sta¨rker als das mit AdoEnIn (12) (vgl. Spuren 1 und 4 bzw. 8
und 11).
Die Markierung mit Clr4 ist mit beiden Cofaktoranaloga deutlich sta¨rker, obwohl Clr4 mit
AdoMet (1) langsamer als Dim-5 ist (kcat = 0.6 min−1 zu kcat = 3.1 min−1). [164,173] Als Grund
kommt zum einen der Verlust an Histon H3 bei der Reaktion mit Dim-5 zum Tragen. Zum
anderen wirkt sich das pH-Wert-Optimum von Clr4 bei 7.5 [173] positiv auf die Stabilita¨t der
Cofaktoranaloga aus. Das sta¨rkere Signal mit Clr4 im Vergleich zu Dim-5 ko¨nnte also im nicht
so schnellen Zerfall der Cofaktoranaloga bei pH 7.5 (Clr4) gegenu¨ber pH 9.8 (Dim-5) begru¨ndet
sein.
Die Markierung mit SeAdoPropin (16) und TAMRA-Azid 34 scheint in einer deutlichen
Gro¨ßena¨nderung von Histon H3 zu resultieren, sodass die Bande leicht nach oben verscho-
ben ist (Abb. 3.24, Spur 1). Sie scheint sich sogar auf zwei bis drei Banden aufzuspalten, so als
ob Histon H3 mit Clr4 ein-, zwei- und dreimal markiert wird. Clr4 ist eine Trimethyltransfera-
se. Wa¨hrend Dim-5, ebenfalls eine Trimethyltransferase, mit AdoEnIn (12) nur eine Seitenkette
u¨bertragen kann, [116] ko¨nnte Clr4 mit dem kleineren Cofaktoranalogon mehrere Seitenketten
u¨bertragen. Dies wird na¨her untersucht.
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Clr4 + – + + – + + – – – – – –
Dim-5 – – – – – – + + – + + – +
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AdoEnIn (12) – – – + + + – – – – + + +
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Abbildung 3.24: Fluoreszenz-Markierung von Histon H3 mit Clr4 oder Dim-5 und SeAdoPro-
pin (16) oder AdoEnIn (12). Reaktionsbedingungen: Modifikationsreaktion: 600 µM SeAdoPro-
pin (16) bzw. AdoEnIn (12), je 6.5 µM Clr4 bzw. Dim-5 und Histon H3, pH 7.5 (Clr4) bzw.
9.8 (Dim-5), 20°C, 1 h; CuAAC: 1.2 mM TAMRA-Azid 34, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25),
50 mM Natriumascorbat, 37°C, 1 h.
3.3.2.2 MALDI-MS-Messungen der Modifikation von Histon H3
Wie viele Seitenketten Clr4 mit SeAdoPropin (16) u¨bertragen kann, soll in einer MALDI-
Analyse gekla¨rt werden. Hierbei wird das gesamte Protein massenspektrometrisch untersucht.
So kann die Anzahl an Seitenketten gemessen werden, nicht jedoch ihre Position. Zusa¨tzlich
ermo¨glicht diese Messung die Besta¨tigung, dass Histon H3 mit SeAdoPropin (16) modifiziert
wird, was bisher nur durch die erfolgreiche zweistufige Markierung erreicht wurde. Die Mess-
ungen werden freundlicherweise von Dr. Kristina Jurcic (Department of Biochemistry, Univer-
sity of Western Ontario, London, Canada) durchgefu¨hrt.
Das unmodifizierte Histon H3 wird im MALDI-MS-Spektrum (siehe Abb. 3.25 C und D) bei
15 274 Da beobachtet (berechnet: 15 273 Da). Die Modifikation mit SeAdoPropin (16) bewirkt
eine Massendifferenz von +38 Da. Das mit SeAdoPropin (16) modifizierte Histon H3 resul-
tiert in einem sehr breiten Signal (siehe Abb. 3.25 A und B). Dies deutet auf eine Mischung
von einfach (15 312 Da, markiert in 3.25 B mit einem a), zweifach (15 350 Da, b) und dreifach
(15 388 Da, c) modifiziertem Histon H3 hin. Aufgrund des breiten Signals liegt der Mittelwert
bei 15 411 Da. Selbst optimale MALDI-Signale ko¨nnen bis zu 30 Da breit sein, sodass hier keine
genauere Analyse durchgefu¨hrt werden kann. Hier mu¨ssten weitere Studien erfolgen, eventuell
mit einem mit TAMRA oder Biotin markierten Histon H3, das eine gro¨ßere Massendifferenz
ermo¨glicht. Qualitativ zeigt die Analyse jedoch, dass tatsa¨chlich mehr als eine Propargylseiten-
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A: Modifiziertes Histon H3
B: Modifiziertes Histon H3, Ausschnitt
C: Unmodifiziertes Histon H3
D: Unmodifiziertes Histon H3, Ausschnitt
Si
gn
a
lin
te
n
sit
a¨
t
Si
gn
a
lin
te
n
sit
a¨
t
Si
gn
a
lin
te
n
sit
a¨
t
Si
gn
a
lin
te
n
sit
a¨
t
m/z
m/z
m/z
m/z
a
b
c
Abbildung 3.25: MALDI-Analyse von A und B: modifiziertem H3 bzw.C und D: unmodifiziertem
Histon H3. a, b, c: Masse von einmal, zweimal, dreimal modifiziertem Histon H3.
kette auf Histon H3 u¨bertragen wurde.
3.3.2.3 SeAdoPropin (16) und AdoPropin (11)
AdoPropin (11) [115,117,118] ist das Schwefelanalogon von SeAdoPropin (16). Es hat daher eine
vergleichbare Gro¨ße, ist jedoch durch das Sulfoniumzentrum weniger stark aktiviert als SeAdo-
Propin (16). Dennoch soll auch AdoPropin (11), zur Verfu¨gung gestellt von Michael Martin, mit
Clr4 und Dim-5 im zweistufigen Markierungsverfahren eingesetzt und mit SeAdoPropin (16)
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verglichen werden.
Clr4 kann auch mit AdoPropin (11) Histon H3 markieren (siehe Abb. 3.26, oben). Nach 45 min
ist die Signalintensita¨t mit der von SeAdoPropin (16) vergleichbar (Spuren 1 und 2, oben).
Nach 180 min ist das Signal der Reaktion mit SeAdoPropin (16) sta¨rker geworden, das Signal
von AdoPropin (11) nicht (Spuren 3 und 4, oben). Dim-5 dagegen kann nur die Seitenkette von
SeAdoPropin (16) u¨bertragen, nicht aber die von AdoPropin (11, vgl. Spuren 1 und 2 bzw. 3
und 4, unten).
45 min 180 min
MTase + + + + – –
AdoPropin (11) + – + – + –
SeAdoPropin (16) – + – + – +
1 2 3 4 5 6
Clr4
Dim-5
Avidin-HRP-
Detektion
Ponceau-
Fa¨rbung
Avidin-HRP
Detektion
Ponceau-
Fa¨rbung
Abbildung 3.26: Biotin-Markierung von Histon H3 mit Clr4 oder Dim-5 und AdoPropin (11)
oder SeAdoPropin (16). Es sind jeweils die Ausschnitte aus dem Western Blot mit H3-Banden
dargestellt. Reaktionsbedingungen: Modifikationsreaktion: 20 µL Gesamtvolumen, 600 µM Ado-
Propin (11) bzw. SeAdoPropin (16), je 6.5 µM Clr4 bzw. Dim-5 und Histon H3, pH 7.5 (Clr4) bzw.
9.8 (Dim-5), 20°C, 1 h; CuAAC: 1.2 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 1.2 mM Prolin, 3 mM Na-
triumascorbat, 30°C, 30 min.
Trotz identischer Seitenketten der beiden Cofaktoranaloga sind die Unterschiede der Markie-
rung deutlich und ko¨nnen mit ihrer Stabilita¨t erkla¨rt werden. Da AdoPropin (11) bei pH 7.5
innerhalb einer Stunde durch die Addition von Wasser vollsta¨ndig inaktiviert wird, [118,119] ist
kaum Signalzuwachs bei der Reaktion mit Clr4 u¨ber 45 min hinaus zu sehen (vgl. Spuren 1
und 3, oben). SeAdoPropin (16) dagegen zerfa¨llt langsamer (Halbwertszeit ca. 90 min) [119] und
ermo¨glicht damit eine sta¨rkere Markierung. Dieses Pha¨nomen ist mit Dim-5 noch deutlicher.
AdoPropin (11) wird hier, bei pH 9.8, so schnell inaktiviert, dass keine Markierung von Histon
H3 mo¨glich ist (vgl. Spuren 1 und 3, unten). Mit SeAdoPropin (16) dagegen ist sogar bei pH 9.8
eine Markierung mo¨glich, die jedoch u¨ber die ersten 45 min hinaus kaum zunimmt (vgl. Spuren
2 und 4). Wahrscheinlich zerfa¨llt auch SeAdoPropin (16) bei diesem pH-Wert schneller.
Die Intensita¨t des Signals der Markierung ha¨ngt also nicht nur von der Fa¨higkeit der MTasen
ab, die Seitenkette der Cofaktoranaloga zu u¨bertragen, sondern zusa¨tzlich von der Stabilita¨t
der Cofaktoranaloga im Reaktionspuffer. Es ist daher fu¨r Analyse neuer MTasen essentiell, den
Puffer hinsichtlich des pH-Wertes zu optimieren.
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3.3.2.4 SeAdoPropin (16) und SeAdoPropylazid (33)
Auch SeAdoPropylazid (33) soll in der Modifikation mit Clr4 getestet und mit SeAdoPro-
pin (16) verglichen werden. Die Modifikation mit SeAdoPropylazid (33) und Clr4 resultiert
auch in markiertem Histon H3 (siehe Abb. 3.27, Spur 2), jedoch ist die Reaktion wesentlich
schwa¨cher ausgepra¨gt als die mit SeAdoPropin (16) (Spur 8).
SeAdoPropylazid (33) SeAdoPropin (16)
Clr4 + + – + – + +
Histon H3 + – + + + – +
Cofaktor M + + + – + + + M
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Abbildung 3.27: Western Blot-Analyse des zweistufigen Markierungsverfahrens mit Clr4 und
mit SeAdoPropylazid (33) oder SeAdoPropin (16). Reaktionsbedingungen: Modifikationsreakti-
on: 600 µM SeAdoPropylazid (33) bzw. SeAdoPropin (16), je 6.5 µM Clr4 und Histon H3, 20°C,
1 h; CuAAC: 1.2 mM Biotinazid 53 bzw. Biotinalkin 54, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25),
50 mM Natriumascorbat, RT, 1 h. M: Marker.
Clr4 kann die Seitenkette von SeAdoPropylazid (33) wesentlich schlechter u¨bertragen als die
von SeAdoPropin (16). Clr4 reagiert damit anders als Dim-5, mit der beide Cofaktoranalo-
ga in etwa zu gleichen Signalintensita¨ten fu¨hrten (vgl. Abschnitt 3.3.1.1). Aufgrund des pH-
Optimums sollte Clr4 mit allen Cofaktoranaloga besser funktionieren als Dim-5. Die schlech-
tere Akzeptanz von SeAdoPropylazid (33) durch Clr4 ist wahrscheinlich im Enzym selbst be-
gru¨ndet. Dim-5 und Clr4 besitzen beide eine SET-Doma¨ne fu¨r die katalytische Aktivita¨t. [174] Es
ist denkbar, dass das Zentrum von Clr4 trotzdem andere sterische Anspru¨che stellt, sodass Se-
AdoPropin (16) gut, SeAdoPropylazid (33) aber schlecht gebunden werden kann. Clr4 ko¨nnte
aufgrund dieser Erkenntnisse mit SeAdoEthylazid (32) getestet werden, das eine kleinere Sei-
tenkette besitzt.
3.3.2.5 Sequenzspezifita¨t von Clr4 mit SeAdoPropin (16)
Das starke Signal der Markierung mit SeAdoPropin (16) scheint – in Teilen – in einer Mehr-
fachmodifikation begru¨ndet zu sein. Ob diese durch eine dreimalige Modifikation der Zielami-
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nosa¨ure Lysin zustande kommt, oder ob Clr4 weitere Positionen modifiziert, soll analog zu den
Untersuchungen mit Dim-5 analysiert werden (vgl. Abschnitte 3.3.1.3 und 3.3.1.4).
Analyse der Sequenzspezifita¨t durch Methylierung. Die Analyse der Sequenzspezi-
fita¨t durch eine vorherige Methylierung der Zielaminosa¨ure wird mit Clr4 gleichzeitig mit dem
Experiment mit Dim-5 in Abschnitt 3.3.1.3 durchgefu¨hrt. Histon H3 wird dabei zuna¨chst mit
AdoMet (1) und danach mit AdoEnIn (12) bzw. SeAdoPropin (16) modifiziert (siehe Abb. 3.28).
AdoMet (1) + + + +
Clr4 + – + –Modifikation 1
Fa¨llung
Modifikation 2 AdoMet (1) – – – – – – +
AdoEnIn (12) + + – – + – –
SeAdoPropin (16)– – + + – + +
Clr4 + + + + + + +
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Abbildung 3.28: Western Blot-Analyse der Sequenzspezifita¨t von Clr4 mit SeAdoPropin (16)
im Vergleich zu AdoEnIn (12). Das Experiment wird parallel mit der Analyse von Dim-5 (siehe
Abb. 3.22) durchgefu¨hrt. Reaktionsbedingungen: Siehe Abb. 3.22, S. 58, statt Dim-5 wird Clr4
eingesetzt.
Durch die vorherige Methylierung von Histon H3 wird das Signal der Markierung mit bei-
den Cofaktoranaloga drastisch reduziert, jedoch nicht vo¨llig unterdru¨ckt (siehe Abb. 3.28, Spu-
ren 1 bis 4). Analog zur Reaktion mit Dim-5 ist die Markierung mit AdoEnIn (12) beim me-
thylierten und beim nichtmethylierten Histon H3 schwa¨cher als mit SeAdoPropin (16). Die
¨Ubertragungsreaktion von SeAdoPropin (16) mit Clr4 kann nicht vollsta¨ndig durch einen 1.7-
fachen ¨Uberschuss von AdoMet (1) inhibiert werden (Spur 8). Die Hintergrundreaktion ko¨nnte
dadurch zu erkla¨ren sein, dass Clr4 mit den Cofaktoranaloga andere Aminosa¨uren modifiziert
als mit AdoMet (1). Dies kann durch die Analyse der Sequenzspezifita¨t mit Histon H3-Varianten
untersucht werden.
Analyse der Sequenzspezifita¨t mit H3-Varianten. Auch diese Untersuchung der Se-
quenzspezifita¨t erfolgt analog zu den Untersuchungen von Dim-5 mit Histon H3-WT und der
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Variante H3-K9A. SeAdoPropin (16) wird in diesen Untersuchungen 100 µM eingesetzt, da sich
dies nicht in einer drastischen Reduzierung der Signalintensita¨t auswirkt (Daten nicht gezeigt).
Es werden Zeitverla¨ufe der Modifikationsreaktion mit Histon H3-WT und H3-K9A aufgenom-
men.
Die Markierung von Histon H3-WT ist schon nach 5 min deutlich zu sehen (siehe Abb. 3.29,
Spur 4) und nimmt noch weiter zu (Spuren 6, 8 und 10). Auch bei Histon H3-K9A ist nach
5 min ein Signal zu sehen (Spur 5). Dies ist jedoch wesentlich schwa¨cher. Die Reaktion ist
abha¨ngig von Clr4, da ohne MTase kein Signal erscheint (siehe Spuren 12 und 13). Verglichen
mit den Ergebnissen mit Dim-5 (siehe Abb. 3.23) ist das Signal-Verha¨ltnis zwischen WT und
K9A jedoch viel geringer.
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Abbildung 3.29: Western Blot-Analyse der Sequenzspezifita¨t von Clr4 mit SeAdoPropin (16)
durch Verwendung von Histon H3-Varianten. Reaktionsbedingungen: Modifikationsreaktion:
100 µM SeAdoPropin (16), je 6.5 µM Clr4 und Histon H3-WT oder H3-K9A, 20°C; CuAAC:
0.2 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, RT, 1 h.
M: Marker.
Clr4 scheint in der Tat mit dem Cofaktoranalogon SeAdoPropin (16) neben K9 weitere Posi-
tionen zu modifizieren. Von Clr4 ist nicht bekannt, ob auch weitere Positionen von Histon H3
in geringerem Maße methyliert werden. Die ¨Uberpru¨fung, ob Clr4 – analog zu Dim-5 – eine
weitere Position mit geringerer Intensita¨t markiert, ko¨nnte massenspektrometrisch erfolgen, in-
dem modifiziertes Histon H3 tryptisch verdaut wird und die resultierenden Peptide analysiert
werden. Dies fu¨hrte jedoch zu keinem Ergebnis (Daten nicht gezeigt).
Zusammenfassend kann auch Clr4 im zweistufigen Markierungsverfahren eingesetzt werden.
Die Signalintensita¨t ist trotz des langsameren Enzyms sta¨rker ausgepra¨gt als mit Dim-5. Dies
liegt wahrscheinlich an dem niedrigeren pH-Optimum von Clr4, was eine ho¨here Stabilita¨t der
Cofaktoranaloga zur Folge hat. Die starken Signale der Markierung mit Clr4 und SeAdoPro-
pin (16) haben jedoch komplexe Ursachen. So scheint erstens mehr als eine Seitenkette von Clr4
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auf Histon H3 u¨bertragen zu werden und zweitens auch unspezifische Positionen modifiziert zu
werden. Diese Ergebnisse bedu¨rfen weiterer Untersuchungen.
3.3.3 Die CuAAC am alkinylierten Protein
Die Reaktion von Clr4 mit SeAdoPropin (16) fu¨hrt im zweistufigen Markierungsverfahren zu
sehr intensiven Histon H3-Signalen. Dies wird fu¨r die Untersuchung der CuAAC am Protein
genutzt. Im Unterschied zu den vorherigen Analysen der CuAAC in Abschnitt 3.2 kann diese
nun unter den tatsa¨chlichen Bedingungen, d.h. mit sehr niedrigen Konzentrationen einer Kom-
ponente und in Anwesenheit von Proteinen, analysiert werden.
Die Komponenten der CuAAC werden sofort nach der Modifikationsreaktion zum Reaktionsge-
misch gegeben. In der CuAAC reagiert daher nicht nur das alkinylierte Protein, sondern auch das
terminale Alkin des u¨berschu¨ssigen Cofaktoranalogons ((R/S )-Gemisch). SeAdoPropin (16)
zerfa¨llt bei Zugabe von CuSO4 zwar sofort zum entsprechenden Ether (Daten nicht gezeigt),
die Alkin-Seitenkette bleibt jedoch weiterhin pra¨sent. Die Konzentration der Markierungssub-
stanz richtet sich daher nach der Konzentration des Cofaktoranalogons und nicht nach der des
Proteins. Es wird ein zweifacher ¨Uberschuss eingesetzt.
3.3.3.1 Analyse der CuAAC am alkinylierten Protein
Der Verlauf der CuAAC kann sich durch die Anwesenheit von Proteinen drastisch vera¨ndern.
Zuna¨chst soll daher die Rolle der einzelnen Komponenten der CuAAC fu¨r die Markierung von
alkinyliertem Histon H3 untersucht werden. Die Reaktion wird mit TAMRA-Azid 34 durch-
gefu¨hrt und durch eine anschließende Fa¨llung sofort gestoppt.
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Abbildung 3.30: Fluoreszenz-Analyse der CuAAC am Protein. Reaktionsbedingungen: Modi-
fikation: 600 µM SeAdoPropin (16), je 6.5 µM Clr4 und Histon H3, 22°C, 1.5 h; CuAAC: 1.2 mM
TAMRA-Azid 34, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, 37°C, 1 h.
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Die vollsta¨ndige Reaktion (siehe Abb. 3.30, Spur 1) ist analog zu vorherigen Untersuchun-
gen durch mehrere Banden gekennzeichnet (vgl. Abschnitt 3.3.2.1). Ohne den Liganden
THPTA (25) ist ein schwaches Signal zu sehen (Spur 2), jedoch sind in dieser Spur die Pro-
teine fast vollsta¨ndig zersto¨rt (siehe Coomassie-Fa¨rbung). In Anwesenheit von Proteinen hat
der Ligand also neben der Beschleunigung der Reaktion auch die Aufgabe, die Proteine vor
einer Zersto¨rung durch Cu(I) zu schu¨tzen. [145] Ohne CuSO4 ist keine (Spur 3) und ohne Natri-
umascorbat ein wenig (Spur 4) Markierung zu sehen. Dies kann an Reduktionsa¨quivalenten in
der Reaktionsmischung liegen, die durch den Lagerpuffer der Proteine eingetragen wurden.
3.3.3.2 Die CuAAC in SDS-Probenpuffer
Bei der Anwendung der CuAAC stellte sich heraus, dass die Reaktion bei Zugabe von SDS-
Probenpuffer und Erhitzen auf 100°C weiterla¨uft. Im Folgenden wird untersucht, ob die CuAAC
vollsta¨ndig in SDS-Probenpuffer bei 100°C durchgefu¨hrt werden kann. Als Ligand dient Pro-
lin (41). Die Reaktion ohne SDS-Probenpuffer (Abb. 3.31, Spur 3) zeigt zwar intensivere Si-
gnale als mit SDS-Probenpuffer (Spur 2), in der Ponceau-Fa¨rbung der Membran sind aber gra-
vierende Unterschiede zu erkennen. Wa¨hrend die Proteine mit SDS-Probenpuffer als diskrete
Banden erscheinen, scheinen sie ohne SDS-Probenpuffer fast vollsta¨ndig zersto¨rt.
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Abbildung 3.31: Western Blot-Analyse der CuAAC am Protein. Reaktionsbedingungen: Modi-
fikation: 600 µM SeAdoPropin (16), je 6.5 µM Clr4 und Histon H3, 22°C, 1 h; CuAAC: 1.2 mM
Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 1.2 mM Prolin (41), 50 mM Natriumascorbat. Spur 3: 37°C, 1 h,
Spur 2: + SDS-Probenpuffer (siehe Abschnitt 6.5.6, S. 121), 100°C, 20 min. M: Marker.
Der SDS-Probenpuffer entha¨lt β-Mercaptoethanol, das die Cu-Ionen komplexieren und so die
Proteine vor einem Cu-vermittelten Abbau schu¨tzen sollte. Bei 100°C findet eine Cycloaddition
trotz der Anwesenheit von 320 mM β-Mercaptoethanol statt. Die Reaktion ist dann wahrschein-
lich nicht mehr Kupfer-katalysiert.
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Statt durch die Anwesenheit von β-Mercaptoethanol kann ein Cu-vermittelter Abbau der Prote-
ine auch durch die Verwendung anderer Liganden verhindert werden. So kann z.B. THPTA (25)
Proteine besser vor einer Fragmentierung schu¨tzen als Prolin (41) (vgl. Abb. 3.30). Fu¨r Markie-
rungsreaktionen, bei denen ein hoher Eintrag von Thiolen unumga¨nglich ist, wa¨re die Cycload-
dition mit SDS-Probenpuffer jedoch eine mo¨gliche Alternative.
3.3.3.3 Die CuAAC in Proteinlysat
Die HPLC-Analyse der CuAAC hat gezeigt, dass die Menge von Cu an die Lysatmenge ange-
passt werden muss, damit die CuAAC nicht inhibiert wird (vgl. Abschnitt 3.2.7). Analog soll
dies nun auch mit alkinyliertem Histon H3 geschehen. Basierend auf den bereits gewonnenen
Erkenntnissen wird die Reaktion sowohl mit 1 mM CuSO4 als auch mit 5 mM CuSO4 durch-
gefu¨hrt.
Bei 1 mM Cu wird die Reaktion schon durch geringste Lysatkonzentrationen inhibiert (siehe
Abb. 3.32, Spuren 3 bis 6). In den Spuren 7 bis 11 wird die CuAAC mit 5 mM Cu durchgefu¨hrt.
Diese Konzentration ist groß genug, damit auch bei der Lysatkonzentration von 10 µg/µL Histon
H3 markiert wird (Spur 11). Bei dieser hohen Proteinkonzentration ist allerdings die Spur im
SDS-PAGE-Gel u¨berladen (siehe auch Ponceau-Fa¨rbung der Membran).
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Abbildung 3.32: Einfluss der Lysatmenge auf die CuAAC am Protein. Western Blot-Analyse.
Es werden 0, 1, 2, 5 und 10 µg/µL = 0, 10, 20, 50 und 100 µg Lysat eingesetzt. Reaktions-
bedingungen: Modifikation (ohne Lysat): 100 µM SeAdoPropin (16), je 13 µM Clr4 und Histon
H3, RT, 1 h; CuAAC (mit Lysat): 0.1 mM Biotinazid 53, 1 bzw. 5 mM CuSO4, 0.1 bzw. 0.5 mM
THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, 0, 1, 2, 5 oder 10 µg/µL Lysat SC08, 1 h, RT. M: Marker.
Da in den meisten Experimenten 10 µg/µL Lysat eingesetzt wird, muss in einer zweiten Unter-
suchung eine effektive Cu-Konzentration fu¨r diese Lysatkonzentration gefunden werden (siehe
Abb. 3.33). Bei 1 und 2 mM CuSO4 ist die CuAAC inhibiert (Spuren 3 und 4). Bei 4 mM Cu
ist die Reaktion noch etwas schwa¨cher (Spur 5) und bei 5 mM und 10 mM gleich stark aus-
gepra¨gt (Spuren 6 und 7). Bemerkenswert ist der Sprung zwischen keiner Reaktion bis 2 mM
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(Spuren 3 und 4) und einer deutlichen Reaktion ab 5 mM Cu (Spuren 6 und 7). Die aktive Cu-
Konzentration scheint also einen Schwellenwert u¨bersteigen zu mu¨ssen, nach dem ein weiteres
Erho¨hen nur zu geringfu¨gig mehr Umsatz fu¨hrt. Die fu¨r die CuAAC beno¨tigte Menge an Kup-
fer ha¨ngt damit von dem Anteil ab, der durch Nebenreaktionen (Bindung an Proteine oder auch
Thiole) nicht fu¨r die Katalyse zur Verfu¨gung steht.
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Abbildung 3.33: Einfluss der Cu-Menge auf die CuAAC in Lysat (10 µg/µL). Western Blot-
Analyse. Es werden 1, 2, 4, 5 und 10 mM CuSO4 eingesetzt. Reaktionsbedingungen: Modifi-
kation (ohne Lysat): 100 µM SeAdoPropin (16), je 13 µM Clr4 und Histon H3, RT, 1 h; CuAAC
(mit Lysat): 0.1 mM Biotinazid 53, 1, 2, 4, 5 oder 10 mM CuSO4, 0.1, 0.2, 0.4, 0.5 oder 1 mM
THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, 10 µg/µL Lysat SC08, 1 h, RT. M: Marker.
Bei dieser Untersuchung ist in jeder Probe mit Lysat ein Teil der Proteine ausgefallen (sichtbar
an einem weißen Niederschlag im Reaktionsgefa¨ß), weil der Ligand THPTA (25) im 10-fachen
Unterschuss eingesetzt wird. Indem CuSO4 und Ligand im Verha¨ltnis 1:1 eingesetzt werden,
kann das Ausfallen der Proteine verhindert werden (Daten nicht gezeigt).
Zusammenfassend ist die Durchfu¨hrung der CuAAC an Proteinen dann problematisch, wenn
Proteine entweder die CuAAC inhibieren oder dabei zersto¨rt werden. Die richtigen Bedingun-
gen mu¨ssen fu¨r jedes System erneut optimiert werden. Generell sollten Proteine dabei so kurz
wie mo¨glich mit Cu(I) in Kontakt kommen und vor Folgereaktionen von Cu(I) befreit werden.
Wichtig ist auch eine sto¨chiometrische Zugabe vom Liganden THPTA (25), der die Proteine
zumindest teilweise vor Fragmentierung oder Ausfa¨llen schu¨tzt.
3.4 Zweistufige Substratmarkierung mit weiteren
Methyltransferasen
Auf die Analyse des zweistufigen Markierungsverfahrens folgt nun dessen Anwendung mit
weiteren MTasen mit verschiedenen Sequenz- und Aminosa¨urespezifita¨ten. Da die CuAAC un-
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abha¨ngig von der eingesetzten MTase ist, kann so die Aktivita¨t einer MTase mit den Cofakto-
ranaloga untersucht werden. Von Interesse sind humane Histon-MTasen, da viele an der Ent-
stehung von Krankheiten beteiligt sind. [175] Es wird zuna¨chst die humane H3K9-MTase G9a
mit der gleichen Zielaminosa¨ure wie die bis jetzt verwendeten Histon-MTasen Dim-5 und Clr4
getestet. Die humane H3K4-MTase Set7/9 ermo¨glicht die Erweiterung der Markierungsreaktion
nicht nur auf eine andere Sequenz, sondern auch auf ein anderes Proteinsubstrat. Es folgt die
Analyse von MTasen mit anderen Zielaminosa¨uren. Hier werden die humane Arginin-MTase
PRMT1 und die Glutamin-MTase PrmC aus E. coli jeweils mit verschiedenen Substraten getes-
tet.
3.4.1 Humane Lysin-Methyltransferase G9a
Die humane Methyltransferase G9a methyliert wie Dim-5 und Clr4 Lysin 9 von Histon H3. [176]
Die Aktivita¨tsuntersuchung von G9a wird bei S. Pradhan (New England Biolabs, USA) in den
USA durchgefu¨hrt. G9a wird mit den Cofaktoranaloga AdoEnIn (12) und SeAdoPropin (16) in
katalytischen Mengen (1:16 im Verha¨ltnis zu Histon H3) getestet.
Mit AdoEnIn (12) entsteht mit und ohne G9a ein gleich schwaches Signal (siehe Abb. 3.34 A,
Spuren 2 und 4). Bei SeAdoPropin (16) wird mit G9a ein deutlich sta¨rkeres Signal erreicht
(Spur 6). SeAdoPropin (16) kann also genutzt werden, um mit G9a das Substrat Histon H3 zu
markieren. Der Einsatz sto¨chiometrischer Mengen von G9a wu¨rde das Signal im Vergleich zum
Hintergrund wahrscheinlich deutlich versta¨rken.
3.4.2 Humane Lysin-Methyltransferase Set7/9
Set7/9 ist eine weitere humane Lysin-Methyltransferase, die jedoch Lysin 4 von Histon H3
methyliert. [48] Das Expressionsplasmid [47] wurde von D. Reinberg (Howard Hughes Medical
Institute, Piscataway, USA) zur Verfu¨gung gestellt. Set7/9 wird mit His-tag in E. coli exprimiert
und aufgereinigt (siehe Abb. A.10, S. 142).
3.4.2.1 AdoEnIn (12) und SeAdoPropin (16)
Auch Set7/9 wird bei S. Pradhan (NEB, USA) mit den beiden Cofaktoranaloga AdoEnIn (12)
und SeAdoPropin (16) in katalytischen Mengen (Verha¨ltnis 1:10) getestet (siehe Abb. 3.34 B).
Wieder ist das Signal der Reaktion mit SeAdoPropin (16) (Spur 5) sta¨rker als das mit AdoEn-
In (12) (Spur 2). Zusa¨tzlich fu¨hrt die Verwendung AdoEnIn (12) zur Selbstmodifikation von
Set7/9 (Spuren 2 und 3). Die Kontrollen ohne MTase sind im parallel durchgefu¨hrten Experi-
ment mit G9a abgebildet (Abb. 3.34 A, Spuren 4 und 8). Auch mit Set7/9 ist SeAdoPropin (16)
fu¨r die Markierungsreaktion besser geeignet als AdoEnIn (12) und wird in weiteren Untersu-
chungen verwendet.
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Abbildung 3.34: Zweistufiges Markierungsverfahren mit A: G9a und B: Set7/9 und den Cofak-
toranaloga AdoEnIn (12) und SeAdoPropin (16). Western Blot-Analyse. Reaktionsbedingun-
gen: Modifikation: 600 µM AdoEnIn (12) bzw. SeAdoPropin (16), 0.4 µM G9a (A) bzw. 0.65 µM
Set7/9 (B), 6.5 µM Histon H3 in 50 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, 5% Glycerin, pH 9.0, 20°C,
3 h; CuAAC: 1.2 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 1.2 mM Prolin (41), 3 mM Natriumascorbat,
37°C, 30 min. M: Marker.
3.4.2.2 Das Substrat TAF10
Von Set7/9 sind mehrere Substrate, u.a. auch TAF10, bekannt. [70] Um die Markierungsreaktion
an anderen Substraten als Histon H3 zu testen, wird TAF10 mit His-tag exprimiert und angerei-
chert (siehe Abb. A.11, S. 143). Das Expressionsplasmid dazu wurde von E. Scheer und L. Tora
(Institut de Ge´ne´tique et de Mole´culaire et Cellulaire, Strasbourg, Frankreich) zur Verfu¨gung
gestellt. Die Markierung von TAF10 mit SeAdoPropin (16) wird mit der von Histon H3 vergli-
chen.
Mit Set7/9 kann sowohl TAF10 (siehe Abb. 3.35, Spur 2) als auch Histon H3 (Spur 3) markiert
werden. Obwohl TAF10 aus E. coli nur angereichert werden kann (siehe Ponceau-Fa¨rbung und
Abb. A.11, S. 143), wird allein eine Bande markiert. Andere Proteine werden damit im zweistu-
figen Markierungsverfahren nicht markiert.
3.4.2.3 Optimierung der Markierungsreaktion
Das zweistufige Markierungsverfahren bedarf fu¨r jede MTase sorgfa¨ltiger Optimierung. Dies
soll exemplarisch mit Set7/9 und SeAdoPropin (16) aufgezeigt werden. Optimiert wird hin-
sichtlich Reaktionszeit, Glyceringehalt und pH-Wert (siehe Abb. 3.36).
Bei der Optimierung des Glyceringehalts wird das sta¨rkste Signal nach 3 h Reaktion und 5%
Glycerin erhalten (3.36A, Spur 8). Ohne Glycerin resultiert zwar innerhalb der ersten Stunde
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Abbildung 3.35: Zweistufiges Markierungsverfahren mit Set7/9 und den Substraten Histon H3
und TAF10. Western Blot-Analyse. Reaktionsbedingungen: Modifikation: 600 µM SeAdoPro-
pin (16), 10 µM Set7/9, ca. 10 µM TAF10, 6.5 µM Histon H3 in 50 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, 5%
Glycerin, pH 9.0, 30°C, 3 h; CuAAC: 1.2 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25),
50 mM Natriumascorbat, 37°C, 1 h. M: Marker.
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Abbildung 3.36: Optimierung des zweistufigen Markierungsverfahrens mit Set7/9. A: Glycerin-
gehalt und Zeit, B: pH-Wert der Modifikationsreaktion. Western Blot-Analyse. Reaktionsbedin-
gungen: Modifikation: A: 600 µM SeAdoPropin (16), 6.5 µM Set7/9, 6.5 µM Histon H3 in 50 mM
Tris-HCl, 5 mM MgCl2, 0 oder 5% Glycerin, pH 9.0, 30°C, 1 und 3 h; B: 600 µM SeAdoPro-
pin (16), 10 µM Set7/9, 10 µM Histon H3 in 50 mM Tris-HCl, 5% Glycerin, pH 8.0, 8.5 oder 9.0,
30°C, 2 h; CuAAC: A und B: 1.2 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25), 50 mM
Natriumascorbat, RT, 1 h. M: Marker.
ein intensiveres Signal (vgl. Spur 2 mit 6), nach 3 h ist jedoch das Signal mit Glycerin gro¨ßer
(vgl. Spur 8 mit 4). Durch die Untersuchung des pH-Wertes ist ein klares Optimum bei pH 8.5
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abzuleiten (siehe Abb. 3.36 B, Spur 4). Bei einem niedrigeren pH-Wert ist keine Markierung
mo¨glich (Spur 2) und bei ho¨heren pH-Werten nimmt das Signal leicht ab (Spur 6).
In weiteren Optimierungen wurde das Temperaturoptimum bei 30 – 37°C beobachtet. Wa¨hrend
die Konzentration an Puffersubstanz variiert werden kann, ist davon abzuraten, NaCl hinzuzu-
geben, da das Signal dann deutlich abnimmt. Sanfte Detergenzien (Triton-X, CHAPS) haben
keinen Einfluss, SDS sto¨rt aber die Reaktion. Die Konzentration von SeAdoPropin (16) kann
fu¨r die Reaktion an Substraten in Lo¨sung nicht reduziert werden. Damit werden die weiteren
Reaktionen mit Set7/9 bei pH 8.5 in 5% Glycerin bei 30°C fu¨r 3 h durchgefu¨hrt.
3.4.2.4 Sequenzspezifita¨t von Set7/9
Da Set7/9 auch eine Histon H3-MTase ist, kann ihre Sequenzspezifita¨t mit Histon H3-Varianten
untersucht werden (vgl. Abschnitt 3.3.1.4). Hier ist die Variante H3-K4A kein Substrat. Da
Set7/9 mit AdoMet (1) wesentlich langsamer als Clr4 ist (kcat = 0.024 min−1), [177] ist eine
la¨ngere Reaktionszeit no¨tig.
Das Signal mit dem WT intensiviert sich im Laufe der Reaktion deutlich (siehe Abb. 3.37,
Spuren 4, 6, 8 und 10). Eine geringfu¨gige Markierung der Variante H3-K4A ist dagegen erst
nach 120 min zu erkennen (Spur 11). Das Signal der Variante H3-K9A zeigt eine vergleichbare
Intensita¨t wie das vom WT (vgl. Spuren 10 und 12). Set7/9 ist damit mit SeAdoPropin (16)
a¨hnlich spezifisch wie Dim-5 und deutlich spezifischer als Clr4.
Zeit / min 0 0 15 15 30 30 60 60 120 120 120 120 120 120
Set7/9 + + + + + + + + + + + – – +
Histon H3 M WT K4A WT K4A WT K4A WT K4A WT K4A K9A WT K4A –
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Abbildung 3.37: Western Blot-Analyse der Sequenzspezifita¨t von SeAdoPropin (16) durch
Modifikation von Histon H3-Varianten mit Set7/9. Reaktionsbedingungen: Modifikationsreak-
tion: 600 µM SeAdoPropin (16), je 10 µM Clr4 und Histon H3-WT, H3-K9A oder H3-K4A in
50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 5% Glycerin, 30°C; CuAAC: 1.2 mM Biotinazid, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM
THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, RT, 1 h. M: Marker.
Das zweistufige Markierungsverfahren ist auch mit Set7/9 durchfu¨hrbar. Es ko¨nnen verschiede-
ne Substrate (Histon H3 und TAF10) markiert werden und Set7/9 ist sehr spezifisch fu¨r Lysin 4
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von Histon H3. Leider ist die MTase relativ langsam, was bei der Instabilita¨t der Cofaktoranalo-
ga ungu¨nstig ist. Trotzdem kann Set7/9 fu¨r weitergehende Anwendungen und Untersuchungen
verwendet werden.
3.4.3 Humane Arginin-Methyltransferase PRMT1
Das zweistufige Markierungsverfahren soll nun auf MTasen mit anderen Zielaminosa¨uren als
Lysin erweitert werden. Daher wird die Arginin-MTase PRMT1 [54] getestet. In E. coli expri-
mierte PRMT1 mit His-tag wird von A. Ostareck-Lederer (UK Aachen) zur Verfu¨gung gestellt.
3.4.3.1 Die Substrate Histon H4 und hnRNP K
PRMT1 ist eine MTase mit vielen bekannten Substraten. [83] Es sollen hier die Substrate Histon
H4 und hnRNP K [72] (zur Verfu¨gung gestellt von A. Ostareck-Lederer, UK Aachen) getestet
werden.
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Abbildung 3.38: Zweistufiges Markierungsverfahren mit PRMT1 und den Substraten A: Histon
H4 bzw. B: hnRNP K. Western Blot-Analyse. Reaktionsbedingungen: A: Modifikation: 600 µM
SeAdoPropin (16), 5 µM PRMT1, 5 µM Histon H4 in 50 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, 0.2 mg/mL
BSA, 5% Glycerin, pH 9.0, 30°C, 2 h; CuAAC: 1.2 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM
THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, RT, 1 h; B: Modifikation: 600 µM SeAdoPropin (16),
5 µM PRMT1, 5 µM hnRNP K in 50 mM HEPES, 40 mM Kaliumacetat, 1 mM EDTA, 0.2 mg/mL
BSA, 10% Glycerin, pH 8.0, 30°C, 2 h; CuAAC: 1.2 mM Biotinazid 53, 1 mM CuSO4, 0.1 mM
THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, RT, 1 h. M: Marker, Stern: uncharakterisierte Bande,
wahrscheinlich hnRNP K-Fragment.
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Beide Substrate werden mit PRMT1 markiert (siehe Abb. 3.38 A, Spur 2 bzw. B, Spur 2). In
beiden Fa¨llen findet zusa¨tzlich Selbstmodifikation statt (Abb. 3.38 A, Spuren 2 und 3 bzw. B,
Spuren 2 und 4). Bei der mit einem Stern markierten Bande handelt sich wahrscheinlich um ein
Fragment von hnRNP K, das auch nach kurzer Lagerzeit bei -80°C auftritt.
3.4.3.2 Sequenzspezifita¨t von PRMT1
A. Ostareck-Lederer stellte nicht nur den WT von hnRNP K zur Verfu¨gung, sondern auch die
Mutante 5RK, in der alle fu¨nf Zielarginine durch Lysin ersetzt sind. [72,178] Das Ersetzen von
Arginin durch Lysin und nicht durch Alanin ist no¨tig, um die Basizita¨t des Proteins zu erhalten.
Wa¨hrend WT-hnRNP K markiert werden kann (siehe Abb. 3.39, Spur 2), bildet sich bei der
Variante 5RK kein Signal (Spur 3). Die Selbstmarkierung von PRMT1 ist in beiden Spuren
vergleichbar.
hnRNP K M WT 5RK
1 2 3
80 kDa
60 kDa
50 kDa
40 kDa
70 kDa
55 kDa
40 kDa
35 kDa
Avidin-HRP-
Detektion
Ponceau-
Fa¨rbung
hnRNP K
(PRMT1)
hnRNP K
PRMT1
Abbildung 3.39: Western Blot-Analyse der Sequenzspezifita¨t von PRMT1 mit hnRNP K-WT,
bzw. Variante 5RK. Reaktionsbedingungen: Modifikation: 600 µM SeAdoPropin (16), 5 µM
PRMT1, 5 µM WT-hnRNP K bzw. Variante 5RK in 50 mM Tris-HCl, 5% Glycerin, pH 8.5, 30°C,
3 h; CuAAC: 1.2 mM Biotinazid 53, 1.2 mM CuSO4, 1.2 mM THPTA (25), 50 mM Natriumascor-
bat, RT, 1 h; M: Marker.
In dieser Analyse zeigt sich, dass auch die CuAAC kontrolliert werden sollte. Hier sind die
Proteine so verdu¨nnt gelagert, dass in die Reaktionsmischung DTT bis zu einer Endkonzen-
tration von 0.4 mM eingetragen wurde. Fu¨r den erfolgreichen Ablauf der CuAAC muss daher
mehr CuSO4 eingesetzt werden (vgl. Abschnitt 3.3.3.3). Ob die CuAAC abla¨uft, kann in die-
sem Fall mit der Selbstmodifikation der PRMT1 u¨berpru¨ft werden, die unabha¨ngig von der
Natur des Substrates abla¨uft. Fu¨r die Analyse der Sequenzspezifita¨t (siehe Abb. 3.39) mu¨ssen
daher 1.2 mM CuSO4 verwendet werden. Unter diesen hohen Cu-Konzentrationen werden die
Proteine teilweise zersto¨rt, was sich in ihrer schlechten Anfa¨rbbarkeit mit Ponceau-S-Lo¨sung
zeigt.
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Das Cofaktoranalogon SeAdoPropin (16) kann auch von der Arginin-MTase PRMT1 verwendet
werden, um verschiedene Substrate spezifisch zu markieren. Das Signal ist relativ schwach und
die Selbstmodifikation der PRMT1 stark ausgepra¨gt. Damit ist gezeigt, dass mit dem zweistufi-
gen Markierungsverfahren auch eine andere Aminosa¨ure als Lysin markiert werden kann.
3.4.4 Bakterielle Glutamin-Methyltransferase PrmC
Zuletzt sollen die Cofaktoranaloga mit der Glutamin-MTase PrmC, fru¨her HemK, [86] aus E. coli
getestet werden. RF1 und RF2 (release factor 1 bzw. 2 ) sind als Substrate bekannt. [179] Die
Plasmide werden von V. Heurgue´-Hamard (Institut de Biologie Physico-Chimique, Paris, Frank-
reich) zur Verfu¨gung gestellt. Es werden beide Cofaktoranaloga, AdoEnIn (12) und SeAdo-
Propin (16), getestet. PrmC ist bei pH 7.5 aktiv, was die Markierungsreaktion erleichtert (vgl.
Abschnitte 3.3.2.1 und 3.3.2.3).
PrmC kann das Substrat RF1 mit AdoEnIn (12) nicht markieren (siehe Abb. 3.40), da RF1 auch
in Abwesenheit von PrmC mit AdoEnIn (12) markiert wird (vgl. Spur 2 mit 3). Zusa¨tzlich ist
eine Selbstmodifikation von PrmC deutlich erkennbar (Spuren 2 und 5). AdoEnIn (12) ist fu¨r
die Reaktion mit PrmC daher nicht geeignet.
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AdoEnIn (12) M + + – +
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Abbildung 3.40: Zweistufiges Markierungsverfahren mit PrmC, AdoEnIn (12) und RF1. Wes-
tern Blot-Analyse. Reaktionsbedingungen: Modifikation: 600 µM AdoEnIn (12), 10 µM PrmC,
10 µM RF1 in 10 mM HEPES, 5% Glycerin, pH 7.5, 30°C, 2 h; CuAAC: 1 .2 mM Biotinazid 53,
0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, 37°C, 1 h. M: Marker.
Mit SeAdoPropin (16) dagegen ist die Markierung beider Substrate mo¨glich (siehe Abb. 3.41 A
und B, Spur 2) und kaum Selbstmodifikation erkennbar (3.41 A, Spuren 2 und 5 und B, Spuren
2 und 3). SeAdoPropin (16) ist fu¨r die Markierungsreaktion mit PrmC zu empfehlen. Hierbei
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handelt es sich um die erste Modifikation von Glutamin mit der Seitenkette eines Cofaktorana-
logons. SeAdoPropin (16) ist damit mit drei verschiedenen Klassen von Protein-MTasen aktiv.
Somit ist die Wahrscheinlichkeit groß, dass auch andere Protein-MTasen mit diesem Cofaktor-
analogon ihr Substrat modifizieren ko¨nnen.
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Abbildung 3.41: Zweistufiges Markierungsverfahren mit PrmC, SeAdoPropin (16) und den
Substraten A: RF1 und B: RF2. Western Blot-Analyse. Reaktionsbedingungen: Modifikation:
600 µM SeAdoPropin (16), 10 µM PrmC, 10 µM RF1 (A) oder RF2 (B) in 10 mM HEPES, 5%
Glycerin, pH 7.5, 30°C, 2 h; CuAAC: 1.2 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA (25),
50 mM Natriumascorbat, RT, 1 h. M: Marker.
Auch die Reaktion von PrmC mit SeAdoPropin (16) wird optimiert. Es zeigt sich, dass die
Modifikationsreaktion mit nur 80 µM SeAdoPropin (16) genau so starke Signale wie mit 600 µM
liefert. Das ist – analog zur Reaktion von Clr4 in Abschnitt 3.3.2.5 – wahrscheinlich dem relativ
niedrigen pH-Wert der Reaktionsmischung (pH 7.5) zuzuschreiben, in dem SeAdoPropin (16)
nicht so schnell zerfa¨llt. Des Weiteren wirken sich ho¨here Pufferkonzentrationen und Salze
negativ auf das Ergebnis der Markierung aus, genau wie eine Temperaturerniedrigung auf 20°C
(Daten nicht gezeigt).
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das zweistufige Markierungsverfahren mit ei-
ner Vielzahl an Protein-MTasen der unterschiedlichsten Substratspezifita¨ten funktioniert. Die
Markierung ist mit den getesteten MTasen und Substraten spezifisch, d.h. an der gleichen Po-
sition wie die natu¨rliche Methylierung zu verorten. Das Cofaktoranalogon SeAdoPropin (16)
kann aufgrund seiner kleineren Seitenkette, akzeptablen Stabilita¨t und Aktivierung durch das
Selenonium-Zentrum und die benachbarte Dreifachbindung von vielen MTasen verwendet wer-
den. Des Weiteren verla¨uft die CuAAC mit dem Liganden THPTA (25) dann einwandfrei ab,
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wenn einer Inhibition durch Thiole wie z.B. DTT mit einer ho¨heren Cu-Konzentration entge-
gengewirkt wird. Bei der Analyse weiterer MTasen ist es besonders wichtig, die Reaktionsbe-
dingungen fu¨r die jeweilige MTase und ihr Substrat zu optimieren. Die Markierung la¨uft nun so
fehlerfrei ab, dass sie in Kombination mit anderen molekularbiologischen Methoden angewandt
werden kann, um neue Substrate fu¨r bekannte MTasen zu identifizieren.
3.5 Verknu¨pfung des Markierungsverfahrens mit
Methoden der Proteomforschung
In der Proteomforschung wird die Gesamtheit aller in einer Zelle befindlichen Proteine un-
tersucht. Wa¨hrend die Identifizierung von Proteinen mittels Massenspektrometrie weit fortge-
schritten ist, liegen heutige Herausforderungen in der funktionsabha¨ngigen, spezifischen An-
reicherung oder Aufreinigung von Proteinen aus komplexen Proben, die dann identifiziert
werden. Die zweistufige Markierungsreaktion bietet die Mo¨glichkeit, spezifisch das Substrat-
Subproteom einer MTase zu markieren. In dieser Arbeit daher sollen verschiedene Metho-
den der Proteomforschung (Proteomik) mit dem zweistufigen Markierungsverfahren kombiniert
werden.
Die Markierungsreaktion kann in einer Probe, meist Proteinlysat, durchgefu¨hrt werden (siehe
Schema 3.9, oberer Weg). Markierte Proteine werden dann fu¨r weitere Analysen aufgereinigt.
Dies kann entweder durch 2D-Gelelektrophorese geschehen, nach der interessante Proteinfle-
cken ausgestochen werden. Die markierten Proteine ko¨nnen aber auch an einer festen Phase,
z.B. Magnetpartikel, gebunden aus einem Lysat isoliert werden. In beiden Fa¨llen folgt eine
massenspektrometrische Analyse. Die Durchfu¨hrung der Markierungsreaktion in Lysaten ist
viel komplexer als an aufgereinigten Proteinen. Die zu markierenden Proteine liegen in den
meisten Fa¨llen in geringer Konzentration vor und sind durch viele andere Proteine
”
verunrei-
nigt.“ Unspezifische Nebenreaktionen sind daher wahrscheinlich. Zudem du¨rfen Substrate im
Lysat noch nicht modifiziert sein.
Probe
zweistufige 
Markierung von 
MTase-Substraten
Aufreinigung:
2D-Gelelektrophorese oder 
magnetische Partikel Identifizierung der MTase-
Substrate
Aufreinigung:
isolierte Proteine
auf einer Oberfläche 
(Proteinarray)
Schema 3.9: Kombination des zweistufigen Markierungsverfahrens mit den ga¨ngigen Arbeits-
abla¨ufen der Proteomik.
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Die Durchfu¨hrung der Markierungsreaktion im Lysat kann umgangen werden, indem Proteine
in einem Proteinarray auf einer Oberfla¨che fixiert werden (Schema 3.9, unterer Weg). Die auf-
gereinigten, unmodifizierten Proteine werden in a¨hnlichen Mengen fixiert. Die Modifikations-
und Markierungsreaktion findet hier an oberfla¨chlich gebundenen Proteinen statt, was entspre-
chende Optimierungen erfordert.
In dieser Arbeit werden diese drei etablierten Methoden der Proteomforschung mit dem zwei-
stufigen Markierungsverfahren verknu¨pft, um eine zuverla¨ssige Identifizierung von MTase-
Substraten zu ermo¨glichen.
3.5.1 Substratanalyse im 2D-Gel
Fu¨r die Analyse von Substraten mittels 2D-Gelelektrophorese wird die MTase PrmC aus E. coli
ausgewa¨hlt. Mit PrmC ko¨nnen die aufgereinigten Substrate RF1 und RF2 markiert werden (vgl.
Abschnitt 3.4.4). Es soll untersucht werden, ob es prinzipiell mo¨glich ist, diese beiden Substrate
im Lysat zu markieren und zu identifizieren. Proteine werden bei der zweidimensionalen SDS-
PAGE in der ersten Dimension entlang eines pH-Gradienten nach ihrem isoelektrischen Punkt
(pI) und in der zweiten Dimension nach ihrer Gro¨ße aufgetrennt.
Zuna¨chst wird die Markierungsreaktion mit den aufgereinigten Proteinen PrmC und RF1 in
zwei Dimensionen und zum Vergleich in einer Dimension aufgetrennt (siehe Abb. 3.42). Die
Fluoreszenz von mit TAMRA markiertem RF1 ist in Abbildung 3.42 A bei ca. 40 kDa zu erken-
nen und die korrespondierende Bande in Abbildung 3.42 B, Spur 2. In der Fa¨rbung aller Proteine
(3.42 A: Oriole, 3.42 B: Coomassie Blue) ist zusa¨tzlich PrmC zu sehen. RF1 la¨uft etwas weiter
rechts als PrmC, da der pI etwas niedriger ist (His6-RF1: 5.5, His6-PrmC: 5.2, berechnet mit
dem Programm ProtParam). [180]
Nun wird die Modifikationsreaktion in Lysat aus dem E. coli -Stamm SC08 durchgefu¨hrt, bei
dem die genetisch codierte PrmC inaktiviert ist. [86] Die Modifikation wird in 200 µg Gesamt-
protein (20 µg/µL) durchgefu¨hrt. Fu¨r die CuAAC und die darauf folgende Fa¨llung wird die Pro-
be weiter verdu¨nnt (CuAAC: 5 µg/µL, Fa¨llung: ca. 1 µg/µL), damit die CuAAC nicht inhibiert
wird und u¨berschu¨ssige TAMRA-Spezies quantitativ abgetrennt werden ko¨nnen.
Es wird die Markierungsreaktion mit und ohne PrmC verglichen (siehe Abb. 3.43). Beide Gele
zeigen in der Fluoreszenz (Abb. 3.43 A) ein a¨hnliches Fleckenmuster. Im Vergleich mit den mit
Silber gefa¨rbten Gelen (Abb. 3.43 B) ist nur ein sehr geringer Anteil aller Proteine mit TAMRA
markiert. Nur Flecken, die allein in der Probe mit PrmC vorkommen, sind Substratkandidaten.
Diese sind schwer auszumachen, da beide Gele etwas unterschiedlich gelaufen sind. Fu¨r E. coli -
Lysat sollte ein engerer pH-Gradient (ca. pH 5 – 7) gewa¨hlt werden, um die Proteine effektiver
zu trennen.
Durch den Sichtvergleich beider Gele ko¨nnen zwei Flecken ausgemacht werden, die nur in der
Probe mit PrmC erscheinen (Flecken 1 und 2). Außerdem soll Fleck 3 analysiert werden, der
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Abbildung 3.42: Fluoreszenz-Analyse von markiertem RF1 A: auf einem 2D-SDS-PAGE-Gel
und B: Vergleich mit einem 1D-SDS-PAGE-Gel. Es handelt sich um die gleiche, mit TAMRA
markierte Probe, in A: wurden 1.6 nmol (65 µg) RF1, in B: 0.2 nmol (8 µg) RF1 eingesetzt.
Reaktionsbedingungen: siehe Abschnitte 6.7.3 (S. 132) und 6.7.5 (S. 134).
im Vergleich mit dem vorherigen Gel (vgl. Abb. 3.42) ungefa¨hr an gleicher Stelle wie mar-
kiertes RF1 erscheint und sehr deutlich ausgepra¨gt ist. Die ausgewa¨hlten Flecken werden aus-
geschnitten und massenspektrometrisch von Sonja Gostek (AK Corinna Henkel, UK Aachen)
untersucht.
Fleck 1 wird als RF2, ein Substrat der PrmC, identifiziert. Damit ist gezeigt, dass prinzipi-
ell mit dem zweistufigen Markierungsverfahren Substrate von PrmC gefunden werden ko¨nnen.
Die Flecken 2 und 3 werden als EF-TU1 (Elongation factor Thermo Unstable 1 ) identifiziert.
EF-TU1 ist eines der ha¨ufigsten Proteine in E. coli [181] und ko¨nnte daher durch Verschmieren
(siehe Silberfa¨rbung) in beiden Ausschnittbereichen liegen. RF1 und EF-TU1 sind etwa gleich
groß und haben a¨hnliche pI-Werte (EF-TU1: 43 kDa, pI = 5.3; RF: 41 kDa, pI = 5.5), sodass
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Abbildung 3.43: Fluoreszenz-Markierung von PrmC-Substraten im Lysat, Auftrennung in zwei
Dimensionen. A: Fluoreszenzscan, B: Silberfa¨rbung des Gels. Orange Kreise: analysierte Pro-
teine (ausgeschnitten in B, + PrmC). Reaktionsbedingungen: siehe Abschnitt 6.7.5 (S. 134).
das Signal von RF1 durch EF-TU1 u¨berlagert sein ko¨nnte. Auch EF-TU1 kann methyliert wer-
den. [182] Es ist mo¨glich, dass die entsprechende MTase auch mit SeAdoPropin (16) aktiv ist und
EF-TU1 so markiert wird.
Ishihama et al., 2008 [181] bestimmten die Menge jedes E. coli -Proteins in der Zelle. Danach sind
5.3 ·10−6 µg/µg Gesamtprotein RF1 und 4.5 ·10−5 µg/µg Gesamtprotein RF2 vorhanden. In den
200 µg Gesamtprotein des Experiments sind daher ca. 1 ng RF1 und ca. 10 ng RF2 anwesend.
Die Detektionsgrenze liegt beim Fluoreszenzscanner bei ca. 8 ng mit TAMRA markiertem RF1
(UV-Tisch: ca. 125 ng). RF2 wa¨re damit noch detektierbar, RF1 dagegen nicht. Um RF1 als
Substrat zu besta¨tigen, muss auf andere Verfahren zuru¨ckgegriffen werden.
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3.5.2 Substratanalyse mit Isolierung durch Magnetpartikel
Fu¨r die Isolierung von MTase-Substraten werden diese zuna¨chst im zweistufigen Markierungs-
verfahren mit Biotin markiert. Mit an Magnetpartikel fixiertem Streptavidin, das mit Biotin eine
starke nicht-kovalente Bindung eingeht, ko¨nnen diese Proteine dann isoliert werden. Alle nicht
spezifisch bindenden Proteine mu¨ssen gru¨ndlich weggewaschen werden. Da denaturierte Prote-
ine vermehrt unspezifisch an die Magnetpartikel binden, ist es in diesem Falle nicht mo¨glich,
u¨berschu¨ssige Markierungsreagenz durch Ausfa¨llen zu entfernen. Stattdessen wird auf Gelfil-
tration zuru¨ckgegriffen.
3.5.2.1 Isolieren von aufgereinigtem Substrat RF1
Zuna¨chst soll aufgereinigtes RF1 durch PrmC im zweistufigen Markierungsverfahren biotiny-
liert und dann isoliert werden. Von den Proben wird nach der CuAAC ein Teil abgenommen
und im Western Blot untersucht. So ko¨nnen nicht-spezifisch an die Partikel gebundene Proteine
von biotinylierten Proteinen unterschieden werden.
Im SDS-PAGE-Gel in Abbildung 3.44 ist in den Spuren 2 bis 7 das Eluat von den Magnet-
partikeln aufgetragen, und in den Spuren 8 bis 13 10% des ¨Uberstandes der entsprechenden
Proben. Bei ca. 15 kDa ist das Streptavidin-Monomer zu sehen, das beim Denaturieren mit dem
SDS-Probenpuffer von den Magnetpartikeln eluiert wird.
Eluat 10% des ¨Uberstands
PrmC + + + – + + + + + – + +
RF1 + + + + – + + + + + – +
SeAdoPropin (16) + – + + + + + – + + + +
AdoMet (1) – – + – – – – – + – – –
CuAAC M + + + + + – + + + + + –
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Silberfa¨rbung
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Abbildung 3.44: Isolierung von markiertem RF1 mit Magnetpartikeln aus der Reaktionsmi-
schung. Reaktionsbedingungen: Modifikation: 30 µM PrmC, 30 µM RF1, 80 µM SeAdoPro-
pin (16), evtl. 50 mM AdoMet (1), 30°C, 2 h; CuAAC: 0.16 mM Biotinazid 53, 0.6 mM CuSO4,
0.6 mM THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, RT, 1 h; Isolierung mit Magnetpartikeln: siehe
Abschnitt 6.7.6 (S. 134). Es werden pro Probe 200 µg Partikel und je 0.1 nmol der Proteine
(4 µg RF1 bzw. 3.5 µg PrmC) verwendet. M: Marker.
RF1 wird nur im Ansatz (Spur 2) isoliert. PrmC wird alleine nicht isoliert, wohl aber mit RF1
(vgl. Spuren 6 und 2), und dies, obwohl sie kaum biotinyliert ist (vgl. Western Blot in Abb. 3.45,
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Abbildung 3.45: Western Blot-Analyse der Reaktion aus Abbildung 3.44 ohne Isolierung mit
Magnetpartikeln. Reaktionsbedingungen: siehe Abb. 3.44. M: Marker.
Spur 2). PrmC scheint im Komplex mit RF1 isoliert zu werden. Durch stringentere Bindungs-
und Waschbedingungen konnte der Komplex nicht dissoziiert werden: Weder die Zugabe von
RF1 oder AdoMet (1) wa¨hrend des Bindungsschrittes, noch das Zufu¨gen von AdoHcy (2) beim
Waschen fu¨hrte zum Erfolg (Daten nicht gezeigt).
3.5.2.2 Isolieren von RF1 aus Lysat
Da aufgereinigtes RF1 isoliert werden kann, folgt nun die Isolierung von RF1 aus Lysat. Um
die Detektionsgrenze zu bestimmen, wird zuna¨chst zusa¨tzlich zu PrmC auch RF1 zum Lysat
hinzugegeben. Werden die isolierten Proteine im SDS-PAGE-Gel zuna¨chst mit Oriole angefa¨rbt,
ko¨nnen anschließend vom selben Gel die biotinylierten Proteine durch Western Blot sichtbar
gemacht werden.
Zuna¨chst wird der unspezifische Hintergrund der Reaktionsfolge im Lysat untersucht (siehe
Abb. 3.46, Spuren 2 bis 4). Ohne SeAdoPropin (16) liegen in der Fa¨rbung vier, im Western Blot
drei Banden vor (Spur 2). Dabei handelt es sich um das Streptavidin-Monomer (ca. 14 kDa,
Raute) und -Dimer (ca. 28 kDa, Raute), die nicht biotinyliert werden. Die schwache Bande
des Monomers im Western Blot beruht wahrscheinlich auf der Komplexbildung von Strepta-
vidin und Avidin-HRP (Thomas Lenz, perso¨nliche Mitteilung). Das einzige natu¨rlicherweise
in E. coli biotinylierte Protein, BCCP, ist in beiden Fa¨rbungen als Doppelbande (ca. 17 kDa)
sichtbar (Stern). [183]
Wird zum Lysat SeAdoPropin (16) hinzugegeben (Spur 3), erscheinen deutlich mehr Banden.
Diese entstehen nicht, wenn SeAdoPropin (16) erst kurz vor der CuAAC hinzugegeben wird
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Abbildung 3.46: Isolierung von RF1 mit Magnetpartikeln aus Lysat. Reaktionsbedingungen:
siehe Abschnitt 6.7.6 und Tabelle 6.8 (S. 135), Eintrag 1. In Spur 4 wird SeAdoPropin (16) kurz
vor der CuAAC hinzugegeben. Es werden pro Probe 200 µg Partikel und 600 µg Gesamtprotein
verwendet. Im Text erkla¨rte Banden sind mit Dreieck, Punkt oder Stern markiert. M: Marker, ¨U:
¨Uberstand.
(Spur 4). Da die meisten Banden nicht im Western Blot zu sehen sind, handelt es sich hier-
bei um nicht-spezifisch an den Partikeln gebundene Proteine, die nicht weggewaschen werden
ko¨nnen. Durch SeAdoPropin (16) biotinylierte Proteine sind mit einem Punkt gekennzeichnet.
Diese Proteine werden auch ohne zugesetzte PrmC markiert. Es ko¨nnte sich hierbei um Proteine
handeln, die durch andere aktive MTasen im Lysat markiert werden.
In den Spuren 5 bis 7 wird die Detektionsgrenze nach Isolierung von RF1 aus dem Lysat unter-
sucht, indem die Menge von extern zugegebenem RF1 in jeder Spur halbiert wird. Die Bande
von RF1 ist in der Oriolefa¨rbung in den Spuren 5 und 6 zu sehen, im Western Blot zusa¨tzlich
in Spur 7. Die Ausbeute der Isolierung ist mit weniger als 10% sehr gering (vgl. Spur 5 mit
13). Die Sensitivita¨t in Bezug auf die geringste Menge von RF1, die auf diese Weise im Lysat
sichtbar gemacht werden kann, betra¨gt 6 µg (Spur 6). Im Western Blot kann die Sensitivita¨t
auf 3 µg verbessert werden (Spur 7). Dennoch ist dies weniger sensitiv als die Analyse mit 2D-
Gelelektrophorese und TAMRA-markierten Proben. Auch die Verbesserung der CuAAC durch
die Verwendung sto¨chiometrischer Mengen THPTA (25) in Bezug auf CuSO4 kann die Sensiti-
vita¨t nicht wesentlich erho¨hen (Daten nicht gezeigt).
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In E. coli SC08 ist nicht nur PrmC inaktiviert, sondern zusa¨tzlich chromosomales RF1 mit ei-
nem His-tag versehen. [86] RF1 kann daher mit einer Ni-Sa¨ule angereichert und die Markie-
rungsreaktion in diesem Lysat durchgefu¨hrt werden (siehe Abb. 3.47). Als Kontrolle dient die
Reaktion ohne PrmC (Spur 3). Reaktion und Kontrolle unterscheiden sich in der Proteinfa¨rbung
nur in der Bande der zugefu¨gten PrmC. Im Western Blot dagegen ist die spezifisch markierte
Bande von RF1 deutlich zu sehen (Spur 2). Mit einem Stern ist BCCP markiert, mit einer Raute
Streptavidin. RF1 wird also endogen im SC08-Lysat exprimiert und kann mit Hilfe der zweistu-
figen Markierungsmethode isoliert werden. Mo¨glich wird dies durch eine drastische Reduktion
der Komplexita¨t des eingesetzten Lysates durch die Anreicherung Ni-bindender Proteine.
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Abbildung 3.47: Isolierung von markiertem RF1 mit Magnetpartikeln aus mit Ni-bindenden
Proteinen angereichertem Lysat. Reaktionsbedingungen: siehe Abschnitt 6.7.6 und Tab. 6.8
(S. 135), Eintrag 2. Es werden pro Probe 200 µg Partikel und 300 µg Gesamtprotein verwendet.
Im Text erkla¨rte Banden sind mit Stern und Raute markiert. M: Marker, ¨U: ¨Uberstand.
Alternativ ko¨nnte die Detektionsgrenze heruntergesetzt werden, indem unspezifische Reaktio-
nen verhindert werden. Dafu¨r werden zuna¨chst im Lysat mit dem zweistufigen Markierungsver-
fahren biotinylierte Proteine ohne die Isolierung mit Partikeln durch Western Blot analysiert.
Bei der Reaktion mit Lysat und SeAdoPropin (16) (siehe Abb. 3.48, Spur 2) entstehen drei
Banden (Punkte), die weder durch AdoMet (1, Spur 3) noch durch AdoHcy (2, Spur 4) zu be-
einflussen und nicht PrmC-abha¨ngig sind (Spur 5). Sie sind durch SeAdoPropin (16) vermittelt
und entstehen durch die CuAAC, da sie ohne diese nicht sichtbar sind (Spuren 6, 7 und 8).
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SeAdoPropin (16) scheint nur mit bestimmten Proteinen zu reagieren.
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Abbildung 3.48: Western Blot-Analyse der unspezifischen Biotinmarkierung im E. coli-Lysat.
Reaktionsbedingungen: vgl. Abschnitt 6.7.6 und Tab. 6.8 (S. 135), Eintrag 3. In Spuren 3 bzw.
4 werden 1 mM AdoMet (1) bzw. AdoHcy (2) zur Modifikationsreaktion gegeben. *: Analyse von
40 ng extern mit Biotin markiertem RF1, in Spur 10: mit Lysat vor der Modifikation, Spur 11:
mit Lysat nach der CuAAC, Spur 12: ohne Lysat. Es werden pro Spur 20 µg Gesamtprotein
aufgetragen. Im Text erkla¨rte Banden sind mit einem Punkt markiert. M: Marker.
40 ng (2 ·10−3 µg/µg Gesamtprotein) zugesetztes RF1 ko¨nnen nicht im Lysat markiert werden
(Spur 9). Wird jedoch diese Menge vorher markiert und zusammen mit der entsprechenden
Lysatmenge aufgetragen, so ist eine RF1-Bande sichtbar (Spur 10: Lysat vor Modifikationsre-
aktion, Spur 11: Lysat nach CuAAC hinzugegeben, Spur 12: kein Lysat). Es zeigt sich also,
dass nicht die Detektionsgrenze vom Western Blot fu¨r die geringe Sensitivita¨t verantwortlich
ist. Vielmehr hat die Markierungsreaktion in Anwesenheit von Lysat und in den kleinen Kon-
zentrationen geringere Ausbeuten als ohne Lysat, eventuell, weil SeAdoPropin (16) andere Sub-
stanzen, z.B. weitere MTasen, bindet oder weitere Nebenreaktionen eingeht.
Dennoch waren in der Oriolefa¨rbung in Abbildung 3.46 wesentlich mehr Banden sichtbar. Da-
bei handelt es sich um Proteine, die zwar von den Partikeln eluieren, nicht aber mit Biotin
markiert sind. Dies kann geschehen, wenn Proteine denaturiert sind. In einem weiteren Kon-
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trollexperiment wird Lysat mit SeAdoPropin (16) modifiziert und direkt danach mit Magnet-
partikeln versetzt und aufgereinigt. Außer den Banden von BCCP und Streptavidin erscheinen
keine weiteren Banden (Daten nicht gezeigt). Es scheint also, dass entweder die Kombination
aus SeAdoPropin (16) und CuAAC oder die sehr lange Reaktionsfolge (bis zu 6 h) dafu¨r sorgt,
dass Proteine an die Partikel adsorbieren. Durch stringentere Waschbedingungen, auch mit 80%
Acetonitril, lassen sich diese nicht entfernen. So bleibt nur die Mo¨glichkeit auf eine sensitivere
Detektionsmethode als SDS-PAGE-Gel und Western Blot zu setzen: Die massenspektrometri-
sche Analyse der eluierten Proteine.
3.5.2.3 Massenspektrometrische Analyse isolierter Proteine
Mit einer massenspektrometrischen Analyse der an die Partikel gebundenen Proteine ko¨nnen in
der Menge an unspezifisch isolierten Proteinen spezifische erkannt werden. Die Analyse verla¨uft
analog zur Untersuchung im 2D-Gel, bei der die Unterschiede der Probe zu einem Ansatz oh-
ne PrmC ausschlaggebend sind (vgl. Abschnitt 3.5.1). Die Proben werden nach dem Waschen
der Partikel aufgeteilt. Eine Ha¨lfte der Probe wird auf einem SDS-PAGE-Gel und Western Blot
untersucht (siehe Abb. 3.49), die andere Ha¨lfte wird freundlicherweise von Thomas Lenz (Ca-
protech Bioanalytics GmbH) massenspektrometrisch analysiert (siehe Abb. 3.50).
Auf dem gefa¨rbten SDS-PAGE-Gel (Abb. 3.49) ist abgesehen von PrmC selbst kein Unterschied
in den Spuren mit und ohne PrmC zu sehen (Spuren 2 und 3). Konsistent mit bisherigen Ergeb-
nissen sind ohne SeAdoPropin (16) kaum Proteine an die Magnetpartikel gebunden (Spur 4).
Mit einem Stern sind wiederum BCCP-Banden und mit einer Raute Banden vom Streptavidin
der Partikel markiert. Die Zugabe von RF1 (0.8 µg) zur Modifikationsreaktion ist im gefa¨rbten
SDS-PAGE-Gel nicht zu sehen (Spur 5), wohl aber im Western Blot. Dort sind die reproduzier-
baren Banden mit Punkten markiert.
0.8 µg RF1 sind etwa so schwach auf dem Western Blot zu erkennen wie 3 µg RF1 in einer
vorherigen Untersuchung (vgl. Abb. 3.46). In beiden Fa¨llen ist der Anteil von RF1 am Gesamt-
protein in der gleichen Gro¨ßenordnung. In Abb. 3.46 betrug er 5 ·10−3 µg/µg Gesamtprotein
(3 µg RF1 auf 600 µg Gesamtprotein), hier 4 ·10−3 µg/µg Gesamtprotein (0.8 µg RF1 auf 200 µg
Gesamtprotein). Die Detektionsgrenze ha¨ngt also nicht von der Menge an verwendetem Prote-
in, sondern vielmehr vom Anteil am Gesamtprotein ab. Diese Sensitivita¨t reicht nicht aus, um
endogenes RF1 (5.3 ·10−6 µg/µg Gesamtprotein) [181] detektieren zu ko¨nnen.
Fu¨r die massenspektrometrische Auswertung der Daten wird eine Liste der isolierten Proteine
mit zugeho¨rigen relativen Intensita¨ten erstellt. Diese Intensita¨t setzt sich aus der Signalintensita¨t
der einzelnen, einem Protein zugeordneten, tryptisch verdauten Peptide zusammen. Es ist nur
bedingt mo¨glich, die Intensita¨ten verschiedener Proteine miteinander zu vergleichen, da sich
jedes Protein unterschiedlich gut massenspektrometrisch messen la¨sst. Jedoch kann das Vor-
kommen eines Proteins in verschiedenen Proben verglichen werden. Wird die Signalintensita¨t
eines Proteins in einer Probe gegen die Signalintensita¨t des gleichen Proteins in einer zweiten
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Abbildung 3.49: Analyse der mit Magnetpartikeln isolierten Proteine im SDS-PAGE-Gel und
Western Blot. Reaktionsbedingungen: vgl. Abschnitt 6.7.6 und Tab. 6.8 (S. 135), Eintrag 4. Es
werden pro Spur 200 µg Partikel und 200 µg Gesamtprotein verwendet und in Spur 5 zusa¨tzlich
0.8 µg RF1. Im Text erkla¨rte Banden sind mit Punkt, Raute oder Stern markiert. M: Marker, ¨U:
¨Uberstand.
Probe aufgetragen, so ko¨nnen spezifisch isolierte Proteine visualisiert werden. Proteine, die in
beiden Proben in gleicher Intensita¨t vorkommen, liegen auf der Diagonalen. Proteine, die in
einer der Proben ha¨ufiger vorkommen, liegen daneben.
Die graphische Auswertung der MS-Analyse erfolgt in Abbildung 3.50. Die Zusammensetzung
der analysierten Proben und ausgewa¨hlte Proteinintensita¨ten sind in Tabelle 3.2 aufgefu¨hrt.
Tabelle 3.2: Zusammensetzung der analysierten Proben und ausgewa¨hlte Proteinintensita¨ten.
Probennummer 1 2 3 4
PrmC + – + +
SeAdoPropin (16) + + – +
RF1 – – – +
Anzahl identifizierter Proteine 739 746 280 737
Signalintensita¨t PrmC 1.28·1010 1.48·106 2.01 ·107 1.07 ·1010
Signalintensita¨t RF1 9.53·105 0 1.02·105 2.96·108
Signalintensita¨t RF2 1.68·108 1.05·108 6.78·104 1.52·108
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E: Lineare Auftragung im unteren Bereich von A
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Abbildung 3.50: Massenspektrometrische Analyse der mit Magnetpartikeln isolierten Proteine.
Relative Intensita¨ten berechnet aus der Summe der Signalfla¨che aller zu einem Protein zuge-
ordneten Peptide nach tryptischem Verdau und Auftrennung durch nano-HPLC.
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In Abbildung 3.50 A, C und E werden die Proben mit und ohne PrmC (Proben 1 und 2) vergli-
chen (vgl. auch Spuren 2 und 3 in Abb. 3.49). In Abbildung 3.50 C und E sind dabei Ausschnitte
aus 3.50 A linear dargestellt. Jedes graue Viereck steht fu¨r ein gemessenes Protein. PrmC (blau-
es Viereck) ist zwar nicht biotinyliert, wird jedoch als Komplex mit RF1 isoliert. Das Signal
ist deutlich intensiver in Probe 1 als in Probe 2 (siehe auch Tab. 3.2). Im Lysat SC08 ist PrmC
endogen vorhanden, jedoch inaktiviert durch Entfernen der AdoMet-Bindungsstelle. [86]
Mit einem roten Dreieck sind die Substrate RF1 und RF2 markiert. RF1 wird in Probe 1, nicht
aber in Probe 2 (ohne PrmC) isoliert (siehe Abb. 3.50 E, Dreieck mit Spitze nach oben, und Tab.
3.2) und kann damit als Substrat fu¨r PrmC besta¨tigt werden. Ca. 20 weitere Proteine werden
auch nur in Probe 1 isoliert. Dabei ko¨nnte es sich um weitere Substratkandidaten handeln. Dies
mu¨sste aber durch die Durchfu¨hrung und Auswertung von Replikaten validiert werden. RF2
(Dreieck mit Spitze nach unten) liegt in der logarithmischen Auftragung (Abb. 3.50 A) sehr
nahe an der Diagonalen, im Ausschnitt 1 (Abb. 3.50 C) jedoch deutlich abseits. Dies ist ein
Hinweis darauf, dass auch RF2 selektiv isoliert wird. Es liegen auch andere Proteine in diesem
Bereich. Zur zweifelsfreien Identifizierung weiterer Substrate wa¨ren auch hier Replikate no¨tig.
Ohne SeAdoPropin (16) sind – wie in vorherigen Analysen auch – sehr viel weniger Proteine
an den Magnetpartikeln adsorbiert als mit. In der Liste identifizierter Proben sind es 280, im
Gegensatz zu u¨ber 700 in den drei anderen Proben (siehe Tabelle 3.2 und Abb. 3.50 B). Durch
den Vergleich der Proben 1 und 4 kann die Menge an zugesetztem RF1 visualisiert werden
(siehe Abb. 3.50 D). Wa¨hrend PrmC und RF2 hier auf der Diagonalen liegen, ist das Signal
von RF1 in Probe 4 um den Faktor 311 sta¨rker als in Probe 1 (siehe auch Tab. 3.2). Daher sollte
in Probe 1 ho¨chstens um diesen Faktor weniger RF1 vorhanden sein. In Probe 4 betra¨gt der
Anteil von RF1 4·10−3 µg/µg Gesamtprotein. Damit la¨ge der Anteil von RF1 in Probe 1 bei
1.3 ·10−5 µg/µg Gesamtprotein. Dies ist in der gleichen Gro¨ßenordnung, die Ishihama et al.,
2008 [181] bestimmten (5.3 ·10−6 µg/µg Gesamtprotein).
Die Suche nach neuen Substraten von MTasen kann also prinzipiell mit dem zweistufigen Mar-
kierungsverfahren und der Isolierung der markierten Proteine aus Lysaten erfolgen. Es ist dann
jedoch no¨tig, Replikate anzufertigen. Fu¨r eine ho¨here Sensitivita¨t sollte die Anzahl unspezifisch
adsorbierter Proteine reduziert werden. Im Vergleich zur Analyse durch 2D-Gelelektrophorese
hat das Isolieren mit Magnetpartikeln den Vorteil, dass markierte Proteine nicht durch einen
Sichtvergleich entdeckt werden mu¨ssen. Auch gibt es Hinweise auf eine ho¨here Sensitivita¨t.
3.5.3 Substratanalyse mit einem Proteinarray
Verglichen mit prokaryotischen Lysaten ist die Analyse eukaryotischer Lysate aufwa¨ndiger. In
z.B. humanen Lysaten ist die Anzahl verschiedener Proteine wesentlich gro¨ßer und damit der
Anteil jedes einzelnen Proteins statistisch viel geringer. Dies stellt noch ho¨here Anforderungen
an die Sensitivita¨t der Isolierungs- und Detektionsmethoden. Fu¨r die Suche nach Substraten der
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humanen Set7/9 wird daher ein Proteinarray verwendet, der mit einzeln aufgereinigten humanen
Proteine beladen ist. Die zweistufige Markierungsreaktion findet so an Proteinen statt, die an
der Oberfla¨che gebunden und nicht wie bisher in Lo¨sung vorliegen. Zuna¨chst wird dafu¨r das
zweistufige Markierungsverfahren auf einem Testarray untersucht und optimiert.
3.5.3.1 Markierungsreaktion auf Testarrays
Fu¨r die Arrays werden mit Nitrocellulose beschichtete Glasobjekttra¨ger mit den Proteinen be-
laden. Pro Proteinfleck werden 125 ng Protein auf den Objekttra¨ger pipettiert und eine Woche
bei RT inkubiert. Proteine binden vor allem durch van-der-Waals-Wechselwirkungen an der
Nitrocellulose und ko¨nnen nur durch sehr harsche Bedingungen (organische Lo¨sungsmittel, ho-
he Detergenzienkonzentration) abgewaschen werden. Nach dem Blocken der Testarrays findet
die Reaktion unter einem Deckglas statt, das einen schmalen Reaktionsraum erha¨lt. Nach je-
der Teilreaktion muss der Tra¨ger sehr gru¨ndlich gewaschen werden, um den nichtspezifischen
Hintergrund gering zu halten. Die Markierung erfolgt mit Fluorophoren, die mit einem Fluo-
reszenzscanner detektiert werden. Die Position des Signals ermo¨glicht die Identifizierung des
zugeho¨rigen Proteins. Proteinpunkte werden als Duplikate gedruckt.
Die CuAAC auf dem Testarray. Zuna¨chst wird nur die CuAAC auf der Oberfla¨che unter-
sucht. Dazu wird der Objekttra¨ger mit unmodifiziertem und in Lo¨sung mit SeAdoPropin (16)
modifiziertem Histon H3 beladen und zwei verschiedene Fluorophore in der CuAAC getes-
tet: TAMRA-Azid 34 und BODIPY-FL-Azid 56. BODIPY-FL-Azid 56 wird dafu¨r analog zu
TAMRA-Azid 34 aus BODIPY-FL-NHS 55 und 11-Azido-3,6,9-undecan-1-amin (40) synthe-
tisiert (siehe Schema 3.10) und durch rp-HPLC aufgereinigt.
TEA, DMSO
RT, 1 hN3
OH2N 3
N B N
F F
O ON O
O
N B N
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O NH
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Schema 3.10: Synthese von BODIPY-FL-Azid 56 aus BODIPY-FL-NHS 55 und 11-Azido-3,6,9-
undecan-1-amin (40).
Auf dem Testarray (siehe Abb. 3.51) ist das vormodifizierte Histon H3 mit beiden Fluorophoren
als dunkler Kreis (Fleck 1) zu erkennen, wa¨hrend das unmodifizierte Histon H3 kaum sichtbar
ist (Fleck 2). Der Hintergrund ist mit TAMRA-Azid 34 sta¨rker (Abb. 3.51 A) als mit BODIPY-
FL-Azid 56 (Abb. 3.51 B). TAMRA-Azid 34 scheint stark mit der geblockten Nitrocellulose
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zu interagieren. Dies ko¨nnte daran liegen, dass TAMRA meist als Zwitterion vorliegt, wa¨hrend
BODIPY-FL ungeladen ist.
gedrucktes
Proteinmuster
Testarray
A: mit TAMRA B: mit BODIPY FL
b1 b1 b c2
bc2 bc2 b1
Abbildung 3.51: Durchfu¨hrung der CuAAC am Protein auf einem Testarray. Gedruckte Prote-
ine: 1: Histon H3, in Lo¨sung mit SeAdoPropin (16) modifiziert, 2: Histon H3, nicht modifiziert;
schwarz: Signal erwartet, weiß: kein Signal erwartet. Die CuAAC wird A: mit TAMRA-Azid 34
und B: mit BODIPY-FL-Azid 56 durchgefu¨hrt. Reaktionsbedingungen: siehe 6.7.7 (S. 136). De-
tektionswellenla¨ngen: A: λEx = 532 nm, λEm = 580±30nm, B: λEx = 488 nm, λEm = 526 nm.
Die CuAAC kann unter diesen Bedingungen ohne Einschra¨nkung ablaufen. BODIPY-FL ist
als Fluorophor TAMRA vorzuziehen, da weniger Hintergrund entsteht. Der fu¨r den Proteinar-
ray verwendete Microarrayscanner kann jedoch nicht bei den fu¨r BODIPY-FL beno¨tigten Wel-
lenla¨ngen operieren. Die weiteren Untersuchungen werden daher mit kommerziell erha¨ltlichem
Alexa 647-Azid (Invitrogen, Strukturformel nicht vero¨ffentlicht) durchgefu¨hrt. Dieses verur-
sacht a¨hnlich wenig Hintergrund.
Die zweistufige Markierungsreaktion auf dem Testarray. Da die CuAAC einwandfrei
auf dem Testarray abla¨uft, kann nun mit dem zweistufigen Markierungsverfahren die Modifika-
tionsreaktion auf der Oberfla¨che verfolgt werden. Es werden zwei Arrays angefertigt und mit
Modifikationsansa¨tzen mit bzw. ohne Set7/9 bedeckt. Die CuAAC erfolgt auf beiden Testarrays
identisch.
Beide Teilreaktionen des zweistufigen Markierungsverfahrens ko¨nnen auf dem Testarray durch-
gefu¨hrt werden (siehe Abb. 3.52). Ohne Set7/9 (Abb. 3.52 B) ist nur das vorher in Lo¨sung al-
kinylierte Histon H3 positiv (Fleck 2). Alle anderen Proteine sind nicht markiert. Wird Set7/9
hinzugegeben (siehe Abb. 3.52 A), zeigt Histon H3 von NEB (Fleck 3) ein schwa¨cheres Sig-
nal als das selbst hergestellte (Fleck 4). Die Varianten Histon H3-K4A (Fleck 5) und H3-K9A
(Fleck 6) werden beide markiert, H3-K9A jedoch sta¨rker. Dies ist konsistent mit den Daten
in Lo¨sung, bei denen Set7/9 Histon H3-K9A wesentlich sta¨rker markiert als H3-K4A (siehe
Abschnitt 3.4.2). Die Nichtsubstratproteine (BSA, Fleck 1 und RF1, Fleck 7) werden nicht mar-
kiert.
Fu¨r die Markierung auf dem Testarray werden Optimierungsstudien durchgefu¨hrt, die hier
erwa¨hnt, jedoch nicht gezeigt werden sollen. Tendenziell neigt SeAdoPropin (16) dazu, auf der
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gedrucktes Proteinmuster Testarray
A: + Set7/9
B: – Set 7/9
bc1 b2 b3 b4 bc5 b6 b c7
bc7 b6 b c5 b4 b3 b2 b c1
bc1 b2 b c3 bc4 bc5 bc6 bc7
bc7 bc6 bc5 bc4 bc3 b2 b c1
Abbildung 3.52: Analyse der Markierungsreaktion auf einem Testarray A: mit Set7/9 und B:
ohne Set7/9. Gedruckte Proteine: 1: BSA, 2: alkinyliertes Histon H3, 3: Histon H3 (NEB), 4:
Histon H3-WT, 5: Histon H3-K4A, 6: Histon H3-K9A, 7: RF1; schwarz: Signal erwartet, weiß:
kein Signal erwartet. Reaktionsbedingungen: Siehe Abschnitt 6.7.7 (S. 136).
Oberfla¨che unspezifisch zu adsorbieren. Dies kann durch die Verwendung von Detergenzien wie
CHAPS im Modifikationspuffer vermindert werden. Auch die Durchfu¨hrung der Reaktion bei
37°C anstatt bei 4°C, RT oder 30°C fu¨hrt zu einem geringeren Hintergrundsignal. Zuletzt wird
die Cofaktorkonzentration von 600 µM auf 200 µM reduziert. Wa¨hrend dies in Lo¨sung zu einer
drastischen Reduktion der Signalintensita¨t fu¨hrte (Daten nicht gezeigt), hat dies keinen Einfluss
auf die Signalintensita¨t auf dem Testarray, vermindert aber das Hintergrundsignal.
3.5.3.2 Markierungsreaktion auf dem Proteinarray
Mit den optimierten Bedingungen wird die zweistufige Markierungsreaktion auf dem Proteinar-
ray ProtoArray™(Version 4.1, Invitrogen) durchgefu¨hrt. Wieder wird eine Kontrollreaktion oh-
ne Set7/9 durchgefu¨hrt. Nach der Markierung werden die Proteinarrays am Microarrayscanner
GenePix 4100A (Axon) analysiert und die Signale den jeweiligen Proteinen zugeordnet.
In Abbildung 3.53 sind die vergro¨ßerten Fotos der Proteinarrays dargestellt. Sie enthalten u¨ber
20 000 Proteine: u¨ber 8 000 humane Proteine und u¨ber 2 000 Kontrollflecken, die jeweils als
Duplikate aufgetragen sind. Die Proteine sind in 48 Blo¨cken mit je 20 Reihen und 22 Zeilen an-
geordnet. Kontrollproteine sind in jedem Block an identischen Positionen aufgetragen. Bei dem
Proteinarray der Kontrolle (siehe Abb. 3.53 B) hat sich wa¨hrend des Versuchs ein Teil der Nitro-
cellulose vom Glastra¨ger gelo¨st. Proteinpunkte in diesem Teil ko¨nnen nur bedingt ausgewertet
werden.
Die mit dem Programm ProtoArray Prospektor (Invitrogen) erfolgte Auswertung identifiziert
293 Substratkandidaten, die in Tabelle A.1 (S. 145) aufgefu¨hrt sind. Bei diesen sogenannten
high-throughput -Untersuchungen wird eine statistische Auswertung der Daten durchgefu¨hrt.
Hier wird der Z-Faktor nach Zhang et al., 1999 [184] berechnet, der die Wahrscheinlichkeit be-
schreibt, dass es sich bei dem Signal um eine signifikante Abweichung von den Signalen der
Kontrollproteine im selben Block handelt. Substratkandidaten haben auf dem Proteinarray mit
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A: + Set7/9 B: – Set7/9
9 9
16 16
25 25
31 31
42 42
Abbildung 3.53: Identifizierung neuer Substrate der MTase Set7/9 mit einem Proteinarray. Mar-
kierungsreaktion A: mit Set7/9 und B: ohne Set7/9. Rot markierte Blo¨cke werden in Abbildung
3.54 vergro¨ßert dargestellt. Reaktionsbedingungen: Siehe Abschnitt 6.7.7 (S. 136).
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A: + Set7/9 B: – Set7/9
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Abbildung 3.54: Identifizierung neuer Substrate der MTase Set7/9 mit einem Proteinarray.
Ausschnitte aus Abbildung 3.53. Eine Auswahl signifikanter Proteine sind vergro¨ßert darge-
stellt. Blau: Kontrollproteine (auf jedem Ausschnitt vorhanden), rot: Z≥ 0.8, orange: 0.6 ≤ Z <
0.8, gelb: 0.4 ≤ Z < 0.6 (siehe Text).
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Set7/9 (Abb. 3.53 A) einen Z-Faktor ≥ 0.4 und sind auf dem Proteinarray ohne Set7/9 (Abb.
3.53 B) negativ. Diese Substratkandidaten werden der ¨Ubersichtlichkeit halber in drei Grup-
pen eingeteilt, mit Z-Faktoren gro¨ßer als 0.8 (Gruppe 1, 8 Kandidaten), zwischen 0.8 und 0.6
(Gruppe 2, 88 Kandidaten) und zwischen 0.6 und 0.4 (Gruppe 3, 197 Kandidaten).
Exemplarisch sind die in Abbildung 3.53 rot markierten Blo¨cke (Nummer 9, 16, 26, 31 und
42) in Abbildung 3.54 vergro¨ßert dargestellt. Aus diesen Blo¨cken wiederum werden einzelne
Proteinflecken vergro¨ßert, bei denen es sich um Substratkandidaten handelt. Die Kontrollprote-
ine der jeweiligen Blo¨cke sind schwarz umrandet. In blau umrandet sind Kontrollproteine, die
auch Substrate sein ko¨nnten. Mit rot, orange und gelb sind Kandidaten der Gruppen 1, 2 bzw. 3
markiert.
Die Liste identifizierter Proteine wird mit bekannten Substraten fu¨r Set7/9 verglichen. Viele
der durch andere Untersuchungen [80] identifizierten Substrate sind auf dem verwendeten Pro-
teinarray leider nicht vorhanden, der ca. ein Drittel aller humanen Proteine beinhaltet. Ein
bekanntes Substrat ist jedoch der hier als Kontrollprotein auf jedem Block blau umrandete
¨Ostrogenrezeptor ER α. [160] Von den bekannten Substraten [80] wird Histon H2A markiert. Da-
gegen werden weder Histon H3, noch weitere Substrate wie z.B. Histon H2B, [80] p53 [75] und
IRF1 [80] markiert. Dies kann jedoch daran liegen, dass der Proteinarray mehr als zwei Jahre
alt ist. Auch auf den Testarrays und in Lo¨sung wurde beobachtet, dass gerade Histon H3 sich
nach kurzer Lagerzeit schon nicht mehr als Substrat eignet (Daten nicht gezeigt). Nichtsdes-
totrotz wa¨re die Identifizierung von MTase-Substraten auf dem Proteinarray mit dem zweistufi-
gen Markierungsverfahren prinzipiell mo¨glich.
In einer anderen Untersuchung zur Substratspezifita¨t von Set7/9 sind u¨ber 300 Substrate iden-
tifiziert worden. [157] 17 dieser Substratkandidaten wurden auch hier gefunden (in Tabelle A.1
(S. 145) mit einem Stern markiert). Dies kann entweder bedeuten, dass Set7/9 weit mehr Sub-
strate hat, die nur durch verschiedene Methoden entdeckt werden ko¨nnen, oder dass viele der
Kandidaten falsch-positiv sind. Es ist daher ratsam, die Analyse auf einem weiteren ProtoAr-
ray™mit dem zweistufigen Markierungsverfahren zu wiederholen, um die Liste der Kandidaten
zu validieren. Die zusa¨tzliche Besta¨tigung der Analyse in vitro ist jedoch unabdingbar. Auch
dies reicht jedoch nicht aus, um eine Methylierung in vivo anzunehmen. [185] Die erfolgreiche
Substratsuche beinhaltet daher neben der Identifizierung von Kandidaten und deren Besta¨tigung
in aufgereinigter Form auch die Analyse der Methylierung in vivo.
In diesem Abschnitt wurde das zweistufige Markierungsverfahren mit drei verschiedenen
Ansa¨tzen aus dem Bereich der Proteomforschung verknu¨pft und so Methoden zur Identifizie-
rung von Substraten von MTasen entwickelt. Die drei untersuchten Methoden sind eher kom-
plementa¨r zu einander zu verstehen als in direkter Konkurrenz, da sie unterschiedliche Anforde-
rungen in Bezug auf die Sensitivita¨t stellen. Prinzipiell ko¨nnen jedoch mit jeder der Methoden
Substrate identifiziert werden.
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4 Zusammenfassung
Fu¨r die Markierung und Identifizierung von Protein-Methyltransferase-Substraten wurde in die-
ser Arbeit ein zweistufiges Markierungsverfahren weiterentwickelt und angewandt (siehe Sche-
ma 4.1). Dafu¨r wurden Protein-Substrate zuna¨chst mit synthetischen Analoga von AdoMet (1)
und Protein-Methyltransferasen (MTasen) Alkin-funktionalisiert. Im zweiten Schritt folgte dann
die chemische Markierung der modifizierten Proteine mit Azid-derivatisierten Fluorophoren
oder Biotin in der Kupfer-katalysierten Azid-Alkin Cycloaddition (CuAAC). Beide Schrit-
te wurden in dieser Arbeit zuna¨chst einzeln untersucht. Es folgte die Analyse des zweistu-
figen Markierungsverfahrens mit den Protein-MTasen Dim-5 und Clr4. Dieses wurde dann
erfolgreich mit Substraten von weiteren MTasen verschiedener Aminosa¨urespezifita¨ten ange-
wandt. Schließlich wurde das Verfahren mit verschiedenen Methoden aus dem Bereich der
Proteomforschung kombiniert, um eine Identifizierung von neuen Protein-MTase-Substraten zu
ermo¨glichen.
1. Enzymatische Modifikation 2. Chemische Markierung (CuAAC)
N3 N N
NSe
N
NN
N
NH2
O
OH OH
H2N CO2H
Dim-5
PRMT1Clr4
G9a
Set7/9
PrmC
Cu(I) / THPTA
(1:1)
in Proteinlysat
16 25
Schema 4.1: In dieser Arbeit entwickelt und angewandtes zweistufiges Markierungsverfah-
ren. Im ersten Schritt (enzymatische Modifikation) u¨bertragen verschiedene Methyltransferasen
(grau) die Seitenkette (rot) vom Selen-Cofaktoranalogon SeAdoPropin (16) auf ihre Substrate
(schwarz). Im zweiten Schritt wird das funktionalisierte Protein in der CuAAC (chemischen Mar-
kierung) mit Azid (blau)-derivatisierten Markierungsreagenzien (magenta) verknu¨pft.
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4.1 Analyse der enzymatischen Modifikation
In einem rp-HPLC-basierten Aktivita¨tstest wurde die enzymatische Aktivita¨t der Protein-MTase
Dim-5 (Neurospora crassa) mit neuen Cofaktoranaloga untersucht. Ein mit Fluorescein mar-
kiertes Peptid mit der Sequenz des N-Terminus von Histon H3 diente dabei als Substrat. Mit
dieser Untersuchung konnte nicht nur die Sequenzspezifita¨t der Modifikation mit AdoEnIn (12)
und Dim-5 besta¨tigt, sondern neue Cofaktoranaloga mit Dim-5 getestet werden. Hier zeigte
sich, dass besonders die durch ein Selenonium-Zentrum aktivierten Cofaktoranaloga SeAdo-
Propin (16) und SeAdoPropylazid (33) zu sehr guten bzw. guten Umsa¨tzen fu¨hren. Die Mo-
difikationsreaktion lief mit SeAdoPropin (16) vollsta¨ndig ab, weil SeAdoPropin (16) nicht nur
durch Selen aktiviert, sondern zusa¨tzlich doppelt aktiviert ist und eine sehr kleine Seitenkette
entha¨lt. SeAdoPropylazid (33) erreichte mit AdoEnIn (12) vergleichbare Umsa¨tze, obwohl es
nicht doppelt aktiviert ist.
4.2 Analyse der CuAAC
Um die in der chemischen Markierung verwendete CuAAC zu untersuchen, wurde ein rp-
HPLC-basiertes Analyseverfahren entwickelt. Dafu¨r wurde eine der beiden Komponenten,
meist das Azid, mit dem Fluorophor TAMRA verknu¨pft. Das dafu¨r synthetisierte TAMRA-
Azid 34 wurde dann mit unterschiedlichen Alkinkomponenten, meist Propargylamin 37, in der
CuAAC unter verschiedenen Bedingungen umgesetzt. So konnte die optimale Natriumascor-
batkonzentration ermittelt werden und gezeigt werden, dass der Einfluss von Substituenten in
Nachbarposition zur Alkinkomponente gering ist. Des Weiteren wurden verschiedene Liganden
getestet. Dabei war die Cu-Katalyse mit dem Liganden THPTA (25) im Verha¨ltnis 1:1 zu Cu
am effektivsten. In weiteren Untersuchungen wurde beobachtet, dass die CuAAC durch Thiole
wie DTT oder β-Mercaptoethanol und durch gro¨ßere Lysatmengen inhibiert wird. Durch die
Reaktion von TAMRA-Alkin 50 mit 3-Azidopropanol 51 konnte gezeigt werden, dass die Al-
kinkomponente zu Nebenreaktionen neigt.
4.3 Analyse des zweistufigen Markierungsverfahrens
Die im rp-HPLC-basierten Aktivita¨tstest von Dim-5 umgesetzten Selen-Cofaktoranaloga Se-
AdoPropin (16) und SeAdoPropylazid (33) wurden nun mit Histon H3 im zweistufigen Mar-
kierungsverfahren getestet. Dim-5 konnte mit beiden Cofaktoranaloga Lysin 9 von Histon H3
(H3K9) modifizieren. Die Sequenzspezifita¨t der Modifikation mit den Cofaktoranaloga Ado-
EnIn (12) und SeAdoPropin (16) wurde mit zwei Methoden getestet: Durch eine vorherige
Methylierung mit AdoMet (1) oder durch die Verwendung der Histon H3-Variante K9A. Dabei
zeigte Dim-5 mit AdoEnIn (12) und SeAdoPropin (16) eine hohe Sequenzspezifita¨t.
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Die H3K9-MTase Clr4 (Hefe) war mit den Cofaktoranaloga AdoEnIn (12), AdoPropin (11), Se-
AdoPropin (16) und SeAdoPropylazid (33) aktiv. Dabei war das Signal mit SeAdoPropin (16)
am sta¨rksten, da dessen Seitenkette mehrfach auf Histon H3 u¨bertragen wird. Dies wurde im
SDS-PAGE-Gel beobachtet und durch MALDI-MS-Messungen besta¨tigt. Bei den Untersu-
chungen der Sequenzspezifita¨t mit den oben genannten Methoden zeigte sich, dass Clr4 mit
SeAdoPropin (16) weniger spezifisch als Dim-5 ist, was mit der Mehrfachmodifikation zusam-
menha¨ngen ko¨nnte. Insgesamt waren die Signale mit Clr4 sta¨rker als mit Dim-5. Dies liegt am
niedrigen pH-Wert der Reaktion mit Clr4, bei dem die Cofaktoranaloga stabiler sind.
Auch die CuAAC wurde an alkinyliertem Histon H3 erneut untersucht. Der Ligand THPTA (25)
konnte die CuAAC beschleunigen und die Proteine effektiv vor einem Cu-vermittelten Abbau
schu¨tzen. Da Proteine inhibierend auf die CuAAC wirken, wurde die Cu-Konzentration an die
spa¨ter eingesetzte Lysatkonzentration angepasst.
4.4 Substrat-Markierung mit weiteren MTasen
Die Cofaktoranaloga AdoEnIn (12) und SeAdoPropin (16) wurden mit weiteren Protein-
MTasen unterschiedlicher Substratspezifita¨t und weiteren Substraten getestet. Generell waren
die untersuchten MTasen mit SeAdoPropin (16) aktiv, wa¨hrend mit AdoEnIn (12) selten eine
MTase-vermittelte Markierung zu detektieren war.
Die humanen Lysin-MTasen G9a und Set7/9 (Histon H3K9 bzw. H3K4) waren mit SeAdo-
Propin (16) aktiv, was in einer Markierung von Histon H3 resultierte. Eine Set7/9-vermittelte
Markierung vom Nicht-Histonsubstrat TAF10 war ebenfalls erfolgreich. Mit der Histon H3-
Variante H3-K4A wurde fu¨r Set7/9 analog zu Dim-5 eine sehr hohe Sequenzspezifita¨t ermittelt.
Die humane Arginin-MTase PRMT1 wurde mit SeAdoPropin (16) und den Substraten His-
ton H4 und hnRNP K im zweistufigen Markierungsverfahren getestet. Beide Substrate wurden
markiert. Die Sequenzspezifita¨t wurde mit der hnRNP K-Variante 5RK besta¨tigt. Auch die Sub-
strate RF1 und RF2 der Glutamin-MTase PrmC (Escherichia coli ) konnten im zweistufigen
Markierungsverfahren erfolgreich markiert werden. Damit wurde zum ersten Mal eine Arginin-
MTase und eine Glutamin-MTase im zweistufigen Markierungsverfahren verwendet, um die
entsprechenden Substrate zu markieren.
Insgesamt zeigte sich, dass das Cofaktoranalogon SeAdoPropin (16) aufgrund seiner kleineren
Seitenkette, akzeptablen Stabilita¨t und Aktivierung durch das Selenonium-Zentrum und die be-
nachbarte Dreifachbindung von vielen MTasen mit unterschiedlichen Substratspezifita¨ten ver-
wendet werden kann. Es wurde daher fu¨r weitere Analysen eingesetzt.
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4.5 Verknu¨pfung des Markierungsverfahrens mit
Methoden der Proteomforschung
Im letzten Abschnitt wurde das zweistufige Markierungsverfahren in die Methoden der Pro-
teomforschung integriert, um ein Verfahren zur Isolierung und Identifizierung von Substraten
von Protein-MTasen zu entwickeln. Dafu¨r wurden verschiedene Ansa¨tze getestet. Als Cofakto-
ranalogon wurde aus den oben genannten Gru¨nden SeAdoPropin (16) verwendet.
Die Markierung im Proteinlysat mit anschließender Aufreinigung wurde mit der MTase PrmC
(E. coli ) getestet. Die zwei bekannten Substrate RF1 und RF2 sollten auf zwei verschiede-
ne Weisen in Lysat gefunden werden. Zuna¨chst erfolgte in E. coli -Lysat die Markierung mit
TAMRA-Azid 34. Es folgte die Auftrennung des Gesamtproteins durch 2D-Gelelektrophorese
und die massenspektrometrische Identifizierung augenscheinlich unterschiedlicher Proteinfle-
cken der Proben mit bzw. ohne PrmC. Auf diese Weise konnte das Substrat RF2 gefunden
werden.
Alternativ wurden Proteine mit Biotinazid 53 markiert und mittels Streptavidin-beschichteter
Magnetpartikel aus dem E. coli -Lysat isoliert. Die so isolierten Proteine wurden durch SDS-
PAGE analysiert. Es stellte sich heraus, dass durch die Verwendung von SeAdoPropin (16)
viele Proteine unspezifisch an den Magnetpartikeln binden. Dennoch wurden in der folgenden
massenspektrometrischen Analyse RF1 und in geringerem Maße RF2 als Substratkandidaten
besta¨tigt.
Zuletzt wurden Substrate der MTase Set7/9 gesucht. Hierfu¨r wurde ein Proteinarray mit hu-
manen Proteinen verwendet, auf dem die zweistufige Markierungsreaktion durchgefu¨hrt wur-
de. Zuna¨chst wurden dafu¨r Testarrays hergestellt und die zweistufige Markierungsreaktion op-
timiert. Auf dem Array lief die CuAAC mit unpolaren Fluorophoren wie BODIPY-Azid 56
oder Alexa 647-Azid problemlos ab. In der Modifikationsreaktion neigte SeAdoPropin (16)
zur unspezifischen Reaktion mit der Oberfla¨che und anderen Proteinen. Durch Optimierungs-
studien konnte dies jedoch auf ein Minimum reduziert werden. In der Analyse der Proteinar-
rays konnten fast 300 Substratkandidaten identifiziert werden. Diese bedu¨rfen jedoch weiterer
¨Uberpru¨fungen.
Insgesamt konnte das zweistufige Markierungsverfahren gut in die ga¨ngigen Methoden der Pro-
teomforschung integriert werden. Es zeigte sich jedoch, dass bei allen vorgestellten Verfahren
weitere Optimierungen no¨tig sind, da die Sensitivita¨t der Markierung durch unspezifische Ne-
benreaktionen verringert wird.
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Das zweistufige Markierungsverfahren kann prinzipiell dafu¨r genutzt werden, Substrate von
MTasen aus komplexen Proben zu isolieren und identifizieren. Basis fu¨r den Erfolg der Me-
thode ist auf der einen Seite das Cofaktoranalogon SeAdoPropin (16), auf der anderen Seite
die optimierte CuAAC. Die hier vorgestellte und entwickelte Methode ko¨nnte einerseits weiter
optimiert, andererseits versta¨rkt angewandt werden.
Die Verwendung des sehr aktiven Cofaktoranalogons SeAdoPropin (16) ist zwar hilfreich, weil
es mit vielen Protein-MTasen verwendet werden kann. Auf der anderen Seite neigt es jedoch zu
Nebenreaktionen, die die Sensitivita¨t der Detektion vermindern. Hier ko¨nnten weitere Cofaktor-
analoga entwickelt werden, die zwar eine a¨hnliche Aktivita¨t, aber weniger Nebenreaktionen zei-
gen. Sollte dies mit der Verwendung la¨ngerer Seitenketten an den Cofaktoranaloga einhergehen,
ko¨nnte die untersuchte Protein-MTase so mutiert werden, dass ein gro¨ßeres Cofaktoranalogon
im aktiven Zentrum Platz findet. Dies ist in der Tat mit einigen MTasen erfolgreich durchgefu¨hrt
worden. [118] Die Verwendung von Cofaktoranaloga mit einem Selenonium-Zentrum kann hier
vorteilhaft sein, da eine doppelte Aktivierung nicht dringend erforderlich ist und so flexiblere
Seitenketten u¨bertragen werden ko¨nnen. So ko¨nnte bei gleichbleibender Aktivita¨t der MTase
mit den Cofaktoranaloga weniger unspezifische Nebenreaktionen auftreten.
Um in der CuAAC negative Effekte von Cu(I) zu minimieren, ko¨nnten neue Liganden entwi-
ckelt werden. Hier ist Histidin erfolgsversprechend, das sogar die Cu-Toxizita¨t an lebenden
Zellen deutlich reduzieren kann. [151] Durch die Verwendung von Cofaktoranaloga mit anderen
Funktionalita¨ten ko¨nnten weitere bioorthogonale Reaktion getestet werden. Hier wa¨re beson-
ders die Kupfer-freie Azid-Alkin Cycloaddition [134] oder die Cross-Metathese mit Alkenen [186]
zu nennen.
Zur Verku¨rzung der Reaktionsfolge ko¨nnte die CuAAC direkt an Magnetpartikeln durchgefu¨hrt
werden. Dafu¨r ko¨nnten diese mit einem spaltbaren Linker Azid-funktionalisiert werden. Ge-
bundene Proteine ko¨nnten nach der CuAAC bei milden Spaltbedingungen von den Magnetpar-
tikeln eluiert werden. Als spaltbare Linker ko¨nnten sich Azobenzol- [187] oder Acylhydrazon-
Verbindungen [188] eignen.
Gerade die Arbeit zur Verknu¨pfung des zweistufigen Markierungsverfahrens mit Methoden aus
der Proteomforschung ko¨nnte vertieft werden. Fu¨r die Markierung im Zelllysat mu¨sste die Sen-
sitivita¨t der Methode erho¨ht werden. Dies ko¨nnte durch die Verwendung eines trivalenten Azids
erreicht werden, das mit Biotin und einem Fluorophor verknu¨pft ist. So ko¨nnten die durch
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Magnetpartikel angereicherten Proteine in zwei Dimensionen aufgetrennt und fluoreszenz-
markierte Proteine detektiert und analysiert werden. Des Weiteren ko¨nnten auch humane Ly-
sate durch die Anwendung magnetischer Partikel mit potenziellen MTase-Substraten angerei-
chert werden. Dies sollte jedoch mit weiteren Anreicherungs- und Fraktionierungsverfahren
verknu¨pft werden.
Das hier entwickelte Verfahren zur Identifizierung neuer Substrate von Protein-MTasen ko¨nnte
zur Charakterisierung der Substrate weiterer MTasen verwendet werden. Besonders interessant
wa¨ren Protein-MTasen, deren Substratspektrum nicht oder nur unzureichend bekannt ist. Auch
pflanzliche MTasen ko¨nnten hier analysiert werden.
Die Suche nach Substraten von Set7/9 ist mit der hier vorgelegten Analyse keinesfalls beendet.
Das Proteinarray-Experiment sollte wiederholt und Substratkandidaten validiert werden. Auch
die biologische Funktion der jeweiligen Methylierungen ko¨nnte weiter untersucht werden. Ge-
rade Set7/9 scheint eine MTase mit vielfa¨ltigen Funktionen zu sein.
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6 Experimenteller Teil
6.1 Verwendete Materialien
6.1.1 Chemikalien
Grundchemikalien wurden von den Firmen Acros, Fluka, Fisher Scientific, Gerbu, Merck, Sig-
ma Aldrich oder Serva bezogen. Technische Lo¨sungsmittel stammten aus der institutsinternen
Chemikalienausgabe und wurden vor Gebrauch destillativ gereinigt. Absolute Lo¨sungsmittel
wurden gekauft und mit Septum unter Argon verwendet. Weitere Reagenzien und Lo¨sungsmittel
wurden von den folgenden Firmen oder Kooperationspartnern bezogen.
Acetonitril, HPLC grade Promochem
Acrylamid/Bisacrylamid (37.5:1, 30%) Serva
Agar AppliChem
Agarose Invitrogen
Alexa 647-Azid Invitrogen
Ammoniumpersulfat (APS) Serva
Ammoniummolybdat Sigma Aldrich
Ampicillin Natriumsalz (Amp) Gerbu
3-Azidopropanol Michael Martin
11-Azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amin Fluka
Bathocuproin-disulfonsa¨ure Dinatriumsalz Sigma Aldrich
Bathophenanthrolin-disulfonsa¨ure Dinatriumsalz Sigma Life Science
BODIPY-FL-NHS 55 Invitrogen
Biotinalkin 54 Invitrogen
Biotinazid 53 Dr. Wibke Peters
Bovine Serum Albumin Faktion VH (BSA) Gerbu
Bovine Serum Albumin, fatty acid free (BSA−) Sigma
Bromphenolblau Natriumsalz Serva
Carboxytetramethylrhodamin-NHS (TAMRA-NHS) Thermo Scientific Pierce
Cer(IV)-sulfat Sigma-Aldrich
Chloramphenicol (Cap) Gerbu
cOmplete™ Mini Protease Cocktail Tabletten Roche
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Coomassie Brilliant Blue R250 Serva
1,4-Dithio-D,L-threitol (DTT) Gerbu
GelRed™ Biotium / VWR International
L-Glutathion Sigma-Aldrich
L-Glutathion Sepharose 4B GE Healthcare
Hefeextrakt BD Biosciences
Imidazol Fluka
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Gerbu
Kanamycin (Kan) Gerbu
Kupferchlorid Dihydrat Merck
Kupfersulfat Pentahydrat Aldrich Chemistry
β-Mercaptoethanol Serva
Methanol, HPLC grade Promochem
(+)-Natrium-L-ascorbat Sigma Life Science
Natriumazid Fluka
Natriumdodecylsulfat (SDS) Gerbu
Nickel-NTA Agarose Qiagen
Ninhydrin Riedel-de Hae¨n
2-Penten-4-in-1-ol Alfa Aesar
Peptid Fluorescein-ARTKQTARKSTGGKA (29) Eurogentec
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma Aldrich
Ponceau S Sigma Life Science
L-Prolin Merck
Propargylalkohol Sigma Aldrich
Propargylamin Sigma Aldrich
Propargylbromid, 80% in Toluol Fluka
Tetrabutylammoniumiodid (TBAI) Fluka
Tetracyclin (Tet) Gerbu
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Acros
Tosylchlorid Sigma Aldrich
Triethylamin (TEA), analytical grade Fluka
Triethylenglycol Sigma Life Science
Trifluoressigsa¨ure (TFA) Alfa Aesar
Triphenylphosphin Sigma Aldrich
tris-(Benzyltriazolylmethyl)amin (TBTA) Aldrich Chemistry
tris-(Hydroxypropyltriazolylmethyl)amin (THPTA) hergestellt nach Chan et al.,
2004 [142]
Trypton BD Biosciences
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6.1.2 S-Adenosyl-L-methionin und synthetische Analoga
S-Adenosyl-L-methionin (1) wurde von Knoll Bioresearch bezogen. Analoga wurden im Ar-
beitskreis synthetisiert und zur Verfu¨gung gestellt von:
AdoPropin (11) Michael Martin
AdoEnIn (12) hergestellt nach Peters et al., 2010 [116]
SeAdoPropin (16) Michael Martin
SeAdoBut-3-in (31) Michael Martin
SeAdoEthylazid (32) Michael Martin
SeAdoPropylazid (33) Michael Martin
6.1.3 Restriktionsendonucleasen (REasen)
R.BamHI Fermentas
R.EcoRI Fermentas
R.NdeI Fermentas
R.HindIII Fermentas
6.1.4 Marker
Biotinylated Protein Ladder (#7727) Cell Signaling Technology
MassRuler DNA Ladder, Mix (#SM0403) Fermentas
Novex Sharp Protein Standard (LC5800) Invitrogen
PageRuler Unstained Protein Ladder (#SM0661) Fermentas
PageRuler Prestained Protein Ladder (#SM0671) Fermentas
Protein Molecular Weight Marker (#SM0431) Fermentas
6.1.5 Plasmide
pGEX2T-Dim-5∆17 [40] pGEX2T-Dim-5∆17 stammt von einem Expressionsvektor fu¨r Fu-
sionsproteine mit N-terminalem GST-tag unter Kontrolle des tac-Promotors ab. Der GST-tag
kann u¨ber eine nachgelagerte Thrombin-Erkennungssequenz abgetrennt werden. Der Vektor
entha¨lt die Sequenz fu¨r Aminosa¨uren 17– 318 der Dim-5 aus N. crassa (EC 2.1.1.43, SwissProt
ID.: Q8X225), die in die Schnittstellen BamHI und EcoRI kloniert wurden. Außerdem verfu¨gt er
u¨ber kodierende Sequenzen fu¨r eine Ampicillin-Resistenz, den pBR322-Replikationsursprung
und das lacI-Gen. Das Expressionsplasmid wurde freundlicherweise von Prof. Xiadong Cheng
(Emory University, Atlanta, GA, USA) zur Verfu¨gung gestellt.
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pET3d-H3-WT, [189] pET3d-H3-K4A [190] und pET3d-H3-K9A [190] Die Plasmide
pET3d-H3-K4A und pET3d-H3-K9A sind mit den bezeichneten Mutationen von dem Plas-
mid pET3d-H3-WT abgeleitet. pET3d-H3-WT stammt von einem Expressionsplasmid fu¨r
Proteine ohne Affinita¨ts-tag unter Kontrolle des T7-Promotors ab. Das Plasmid entha¨lt die
vollsta¨ndige Sequenz von H3-WT, bzw. H3-K4A oder H3-K9A aus X. laevis . Außerdem sind
eine Ampicillin-Resistenz und der pBR322-Replikationsursprung kodiert. Die Plasmide wur-
den freundlicherweise von Dr. Philipp Voigt und Prof. Danny Reinberg (Howard Hughes Me-
dical Institute, University of Medicine and Dentistry of New Jersey, Piscataway, NJ, USA) zur
Verfu¨gung gestellt.
pQE30-Clr4∆191 [172] pQE30-Clr4∆191 stammt von einem Expressionsplasmid fu¨r Fusi-
onsproteine mit N-terminalem His-tag unter Kontrolle des T5-Promotors ab. Der His-tag kann
u¨ber eine nachgelagerte Faktor Xa-Erkennungssequenz abgetrennt werden. Das Plasmid entha¨lt
den C-Terminus der Clr4 aus S. pombe (KMT1, EC 2.1.1.43, SwissProt ID.: O60016). Der
N-Terminus ist bis Aminosa¨ure 191 deletiert. Außerdem sind kodierende Sequenzen fu¨r eine
Ampicillin-Resistenz, den ColEI-Replikationsursprung und Lac-Operator-Elemente enthalten.
Das Plasmid wurde freundlicherweise von Prof. Rui-Ming Xu (Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, NY, USA) zur Verfu¨gung gestellt.
pET28b-Set7/9 [47] pET28b-Set7/9 stammt von einem Expressionsplasmid fu¨r Fusionspro-
teine mit einem N-terminalen His-tag unter Kontrolle des T7-Promotors ab. Der His-tag
kann u¨ber eine nachgelagerte Thrombin-Erkennungssequenz abgespalten werden. Das Plasmid
entha¨lt die vollsta¨ndige Sequenz von Set7/9 aus H. sapiens (SETD7, EC 2.1.1.43, SwissProt
ID.: Q8WTS6) zwischen den Schnittstellen NdeI und HindIII. Außerdem entha¨lt es kodieren-
de Sequenzen fu¨r eine Kanamycin-Resistenz, den f1- und den pBR322-Replikationsursprung
und Lac-Operator-Elemente. Das Plasmid wurde freundlicherweise von Prof. Danny Reinberg
(Howard Hughes Medical Institute, University of Medicine and Dentistry of New Jersey, Pisca-
taway, NJ, USA) zur Verfu¨gung gestellt.
pET15b-hTAF10 [70] pET15b-TAF10 stammt von einem Expressionsplasmid fu¨r Fusions-
proteine mit einem N-terminalen His-tag unter Kontrolle des T7-Promotors ab. Der His-tag
kann u¨ber eine nachgelagerte Thrombin-Erkennungssequenz abgespalten werden. Das Plas-
mid entha¨lt die vollsta¨ndige Sequenz von TAF10 aus H. sapiens (SwissProt ID.: Q12962).
Außerdem entha¨lt es kodierende Sequenzen fu¨r eine Ampcillin-Resistenz, den pBR322-
Replikationsursprung und Lac-Operator-Elemente. Das Plasmid wurde freundlicherweise von
Dr. Elisabeth Scheer und Dr. La`zlo` Tora (Institut de Ge´ne´tique et de Biologie Mole´culaire et
Cellulaire, Strasbourg, Frankreich) zur Verfu¨gung gestellt.
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pTrc-PrmCH6 [86] pTrc-PrmCH6 stammt von einem Expressionsplasmid fu¨r Fusionsprotei-
ne mit einem C-terminalen His-tag unter Kontrolle des trc-Promotors ab. Das Plasmid entha¨lt
die Sequenz der PrmC aus E. coli (EC 2.1.1.-, SwissProt ID.: P0ACC1), die in die Schnitt-
stellen NdeI und BamHI kloniert wurden. Außerdem entha¨lt es kodierende Sequenzen fu¨r eine
Ampicillin-Resistenz, den ColEI-Replikationsursprung und Lac-Operator-Elemente. Das Plas-
mid wurde freundlicherweise von Dr. Vale´rie Heurgue´-Hamard (Institut de Biologie Physico-
Chimique, Paris, Frankreich) zur Verfu¨gung gestellt.
pTrc-RF1H6 [179] pTrC-RF1H6 stammt von einem Expressionsplasmid fu¨r Fusionsprotei-
ne mit einem C-terminalen His-tag unter Kontrolle des trc-Promotors ab. Das Plasmid entha¨lt
die Sequenz von RF1 aus E. coli (SwissProt ID.: P0A7I0), die in die Schnittstellen NdeI und
HindIII kloniert wurde. Außerdem sind auf dem Plasmid die kodierenden Sequenzen fu¨r eine
Ampicillin-Resistenz, fu¨r den ColEI-Replikationsursprung und Lac-Operator-Elemente zu fin-
den. Das Plasmid wurde freundlicherweise von Dr. Vale´rie Heurgue´-Hamard (Institut de Biolo-
gie Physico-Chimique, Paris, Frankreich) zur Verfu¨gung gestellt.
pET11a-RF2AlaH6 [179] pET11a-RF2AlaH6 stammt von einem Expressionsplasmid fu¨r
Proteine unter Kontrolle des T7-Promotors ab, in das ein C-terminaler His-tag hineinklo-
niert wurde. Zwischen den Schnittstellen NdeI und BamHI entha¨lt das Plasmid außerdem
die Sequenz von RF2 aus E. coli (SwissProt ID.: P07012) mit einer Punktmutation. An der
Position 246 wurde Threonin durch Alanin ersetzt, sodass das exprimierte Protein nicht to-
xisch fu¨r die Bakterien ist. Zusa¨tzlich entha¨lt es eine Ampicillin-Resistenz, den pBR322-
Replikationsursprung und Lac-Operator-Elemente. Das Plasmid wurde freundlicherweise von
Dr. Vale´rie Heurgue´-Hamard (Institut de Biologie Physico-Chimique, Paris, Frankreich) zur
Verfu¨gung gestellt.
6.1.6 Bakteriensta¨mme (Escherichia coli)
Tabelle 6.1: In dieser Arbeit verwendete E. coli-Sta¨mme.
Stamm Beschreibung
DH5α (Invitrogen) F− Φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1
hsdR17(rk−, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ−
XL-1 (Stratagene) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac (XL-1
blue ohne F’-Episom)
BL21 E. coli B F− ompT hsdS(rb− mb−) dcm gal
BL21-Codon Plus(DE3) RIL
(Stratagene)
E. coli B F− ompT hsdS(rb− mb−) dcm+ Tetr gal λ(DE3) endA
Hte [argU ileY BB leuW Camr]
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Stamm Beschreibung
BL21-Gold(DE3) (Strata-
gene)
E. coli B F− ompT hsdS(rb− mb−) dcm+ Tetr gal λ(DE3) endA
Hte
BL21(DE3)pLysS (Strata-
gene)
E. coli B F− ompT hsdS(rb− mb−) dcm gal λ(DE3) [pLysS
Camr]
SC08 [86] ∆(lac-pro) argE ara gyrA rpoB thi prfA(His)6-Tc, ∆hemK
prfB(Ala246)
6.1.7 Nachweisreagenzien und Kits
Coomassie Plus Bradford™ Assay Kit (#23236) Thermo Scientific
Horseradish-Peroxidase Avidin D (A2004) Vector Laboratories
Oriole™ Fluorescent Gel Stain (#161-0496) Bio-Rad
Pierce ECL Western Blotting Substrate (#32106) Thermo Scientific
ProteoSilver™ Silver Stain Kit (PROTOSIL1-KIT) Sigma Life Science
QIAprep Spin Miniprep Kit (# 27104) Qiagen
6.1.8 Sonstige Verbrauchsmaterialien
Centriprep YM-10 Amicon
Centrifugal Filter Units Ultra 4-K Amicon
Dynabeads MyOne™ Streptavidin C1 (# 650.01) Invitrogen
JumboSep Centrifugal Device Pall Life Sciences
Optitran BA-S 83 Reinforced Nitrocellulose, 0.2 µm Whatman
SnakeSkin Dialysis Tubing (MWCO = 3 500) Thermo Scientific
Spectra/Por Membrane (MWCO = 12-14 000) Spectrum Laboratories
Zeba Micro Spin Desalting Columns Thermo Scientific
6.2 Instrumentelle Methoden
6.2.1 Verwendete Gera¨te
Reinstwasser-Anlage Das in den Versuchen verwendete Reinstwasser wurde mit einer
Milli-Q Academic Anlage mit vorgeschalteter Elix-3 Einheit (beides Millipore) gewonnen.
pH-Meter Alle pH-Werte wurden elektronisch mit einem pH-Meter 766 Calimatic (Knick)
und einer IJ44-pH-Elektrode der Firma Gamma Analysentechnik gemessen.
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Zentrifugen Proben bis 2 mL wurden in Eppendorf-Zentrifugen 5410 (Eppendorf) bei
Raumtemperatur oder im Ku¨hlkabinett (Nalge-Nunc International, jetzt Thermo Fisher Scienti-
fic) bei 4°C zentrifugiert. Volumina bis 750 mL wurden in einer Avanti J-20 High-Performance-
Zentrifuge (Beckman-Coulter) zentrifugiert. Je nach Drehzahl und Volumen wurden die Roto-
ren JA-17 oder JS-4.3 eingesetzt.
Schu¨ttler und Inkubatoren fu¨r die Bakterienkultur Bakterielle Schu¨ttelkulturen wur-
den in einem Innova 4430 Schu¨ttler (New Brunswick Scientific) oder in einem GFL-3031 (GFL)
inkubiert. Bakterielle Kulturen auf Agar-Platten wurden in einem Heraeus Function Line Incu-
bator (Kendro Laboratory Products) inkubiert.
Elektroporation Fu¨r die Elektroporation wurde ein Micro Pulser (Bio-Rad) verwendet.
Ultraschall Zellaufschlu¨sse mittels Ultraschall wurden mit einem Ultraschall-Desintegrator
Sonifier II W-250 (Branson) durchgefu¨hrt. Die Einstellungen sind bei den jeweiligen Anwen-
dungen aufgefu¨hrt.
Sterilisation Medien und Gera¨te wurden in einem Varioklav Dampfsterilisator (H+P Labor-
technik) sterilisiert.
-80°C-Gefrierschrank Empfindliche Substanzen, Protein-Lo¨sungen und Bakterien-Glyce-
rinkulturen wurden bei -80°C im Tiefku¨hler MDF-U33V: Vip Series -86°C Ultra-Low Tempe-
rature Freezer (Sanyo) gelagert.
Gefriertrocknung Zum Trocknen von wa¨ssrigen Proben im Vakuum wurde die Ge-
friertrocknungsanlage Savant spd 111V SpeedVac concentrator (Thermo Scientific) mit der
Ku¨hleinheit Refrigerated Vapor Trap RVT 100 eingesetzt.
Inkubator fu¨r kleine Volumina Reaktionen bis 2 mL Gesamtvolumen wurden im Block-
thermostat HBT 30 (HLC) bei Temperaturen bis 100°C inkubiert.
UV/Vis-Spektrometer Die Aufnahme von UV/Vis-Spektren, Konzentrationsmessungen
und Messungen der optischen Dichte von Bakterienkulturen (OD600-Messungen) wurden am
UV/VIS-Spektrometer Cary 3E (Varian) mit der Software Cary Win UV durchgefu¨hrt.
Fluoreszenz-Spektrometer Fluoreszenzspektren wurden am Fluoreszenz-Spektrometer
Cary Eclipse (Varian) mit der Software Cary Eclipse aufgenommen.
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Fluoreszenz-Scanner SDS-PAGE-Gele und Testarrays wurden am Fluoreszenz-Scanner
Typhoon 9410 Variable Mode Laserscanner (GE lifesciences) gescannt.
Geldokumentations-System Protein- und DNA-Gele wurden mit dem digitalen
Geldokumentations-System Gel iX (Intas) aufgenommen. Dieses beinhaltet neben einer digita-
len schwarz-weiß-CCD-Kamera mit 6fach-Zoom einen UV-Transilluminator (λ = 312 nm), eine
Kaltlicht-Weißplatte und einen Filter (540 nm ± 50 nm). Die Gele wurden mit der Software
Intas GDS (Intas) fotografiert.
6.2.2 FPLC (Fast protein liquid chromatography)
Fu¨r Proteinreinigungen wurde die FPLC BioLogic DuoFlow mit dem Fraktionssammler Bio-
Frac Fraction Collector (beides Bio-Rad) eingesetzt. Die FPLC wurde mit dem Programm Bio-
Logic DuoFlow Version 5.10-2 (1998 – 2005) betrieben. Als Gelfiltrationssa¨ule diente eine Su-
perdex 75 (GE Healthcare). Diese Sa¨ule (Sa¨ulenvolumen: ca. 330 mL) wurde jeweils vor und
nach der Proteinaufreinigung mit je 3 SV des Elutionspuffers gespu¨lt. Zur Regeneration der
Sa¨ule wurden zuerst 0.5 – 1 SV NaOH (0.1 M), dann 0.5 – 1 SV HCl (0.1 M) und schließlich
3 SV wa¨ssriges Ethanol (20%) aufgetragen und die Sa¨ule unter Ethanol (20%, wa¨ssrig) gela-
gert.
6.2.3 rp-HPLC (Reversed-phase high performance liquid
chromatography)
Die HPLC-Anlage (Waters Breeze System) bestand aus dem bina¨ren Pumpensystem Waters
1525, dem Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector und dem Fluoreszenz-Detektor L-7480
LaChrom (Merck Hitachi). Die Einzelkomponenten wurden mit der Software Breeze bzw. Em-
power (beide Waters) gesteuert. Die Chromatographiela¨ufe wurden bei Raumtemperatur durch-
gefu¨hrt. Fu¨r die analytische Umkehrphasen-HPLC (rp-HPLC) (Fluss: 1 mL/min) wurden Pron-
tosil C-18-Sa¨ulen (250 x 4.5 mm, 5 µm, 120 A˚) mit vorgeschalteten C-18-Kartuschen (8.0 x
4.0 mm, 5 µm, 120 A˚) und fu¨r die pra¨parative rp-HPLC (Fluss: 10 mL/min) eine Prontosil C-
18-Sa¨ule (300 x 20 mm, 5 µm, 120 A˚) mit vorgeschalteter C-18-Kartusche (30 x 20 mm, 5 µm,
120 A˚) verwendet (alle Bischoff).
Das binare Puffersystem bestand aus Puffer A (Wasser mit 0.01% TFA) und Puffer B (78%
Methanol mit 0.01% TFA). Alle Puffer wurden mikrofiltriert. Die Proben wurden mit den je-
weiligen Startpuffern vorverdu¨nnt und entweder manuell oder mit dem Autosampler Waters
2707 aufgetragen. Die Detektion erfolgte durch Extinktionsmessungen im UV/Vis-Bereich und
durch Messungen der Fluoreszenz. Die genauen Methoden sind in Tabelle 6.2 angegeben.
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Tabelle 6.2: Fu¨r rp-HPLC-Analysen verwendete Methoden.
HPLC-Methode 1: Analyse der enzymatischen Peptidmodifikation.
t (min) 0 18 19 26 28 32 33 43
% A 78 78 70 70 0 0 78 78
% B 22 22 30 30 100 100 22 22
Autosampler: 100 µL vorgelegt, mit Teilschleife ohne Nadelu¨berfu¨llung,
25 µL davon aufgespritzt.
Detektion: Fluoreszenz: λEx = 440 nm und λEm = 510 nm, hohe Versta¨rkung.
HPLC-Methode 2: Synthese von TAMRA-Azid 34 und TAMRA-Alkin 50.
t (min) 0 5 12 18 20 23 25 35
% A 60 60 15 10 0 0 60 60
% B 40 40 85 90 100 100 40 40
Autosampler: 100 µL vorgelegt, mit Teilschleife ohne Nadelu¨berfu¨llung,
25 µL davon aufgespritzt.
Detektion: UV/Vis: λ = 257 nm und 555 nm.
HPLC-Methode 3: Analyse der CuAAC.
t (min) 0 1 4 16 18 20 21 31
% A 60 60 40 15 0 0 60 60
% B 40 40 60 85 100 100 40 40
Autosampler: 100 µL vorgelegt, mit Teilschleife ohne Nadelu¨berfu¨llung,
25 µL davon aufgespritzt.
Detektion: Fluoreszenz: λEx = 500 nm und λEm = 600 nm, hohe Versta¨rkung;
UV/Vis: λ = 257 nm und 555 nm.
HPLC-Methode 4: Synthese von BODIPY-Azid 56.
t (min) 0 4 10 19 21 31
% A 50 50 0 0 50 50
% B 50 50 100 100 50 50
Detektion: Fluoreszenz: λEx = 502 nm und λEm = 510 nm, niedrige
Versta¨rkung;
UV/Vis: λ = 257 nm und 502 nm.
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6.2.4 NMR-Spektroskopie
Die 1H-NMR-Spektren wurden mit einem Mercury300 (300 MHz)-Spektrometer der Firma Va-
rian bei 300 MHz, die 13C-NMR-Spektren mit einem Inova400 (400 MHz)-Spektrometer der
Firma Varian bei 100 MHz bei Raumtemperatur gemessen. Als interner Standard diente Tetra-
methylsilan (TMS = 0.00 ppm), sowie Protonen aus den nicht vollsta¨ndig deuterierten NMR-
Lo¨sungsmitteln. Die Multiplizita¨ten werden wie folgt abgeku¨rzt: s = Singulett, d = Dublett,
t = Triplett, m = Multiplett. Die 13C-NMR-Spektren wurden 1H-breitbandentkoppelt aufge-
nommen.
6.2.5 Massenspektrometrie
Alle Massenspektren wurden mit dem LCQ DECA XP Plus der Firma Finnigan gemessen. Als
Lo¨sungsmittel wurde Methanol verwendet. Der gemessene Ionenmodus ist im Text angegeben.
6.3 Chemische Methoden
6.3.1 Du¨nnschichtchromatographie (DC)
Fu¨r die Du¨nnschichtchromatographie wurden entweder Kieselgel 60 F254 DC-Glasplatten
oder DC-Alufolien, beide der Firma VWR/Merck, verwendet. UV-aktive Substanzen
wurden unter UV-Licht (λ = 254 nm) nachgewiesen. Alkohole und Ether wurden mit
Cerammoniummolybdat-Lo¨sung (2.5 g (NH4)6Mo7O24 und 1 g Ce(SO4)2 in 90 mL H2O und
10 mL konz. H2SO4) und Erhitzen mit dem Heißluftfo¨hn sichtbar gemacht. Amine und Azide
wurden mit Ninhydrin-Lo¨sung (0.3 g Ninhydrin in 100 mL Ethanol und 3 mL Essigsa¨ure) und
Erhitzen mit dem Heißluftfo¨hn nachgewiesen.
6.3.2 Sa¨ulenchromatographie
Fu¨r die Aufreinigung von Rohprodukten wurde je nach Trennproblem die 30- bis 100-fache
Menge an Kieselgel 60 (230 – 400 mesh, Korngro¨ße 0.040 – 0.063 mm) verwendet. Die ver-
wendeten Laufmittel sind bei den jeweiligen Vorschriften angegeben. Zum Auftragen wurde
das Rohprodukt in wenig Laufmittel aufgenommen. Meist wurde zur Trennung ein leichter
¨Uberdruck (0.1 – 0.3 bar) angelegt.
6.3.3 Arbeiten unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss
Synthesen mit luft- oder feuchtigkeitsempfindlichen Substanzen wurden in Schlenkkolben un-
ter leichtem Argon- ¨Uberdruck durchgefu¨hrt. Genutzte Gera¨te wurden vor der Befu¨llung 3-mal
unter Argon ausgeheizt.
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6.4 Chemische Synthesen
6.4.1 TAMRA-Azid 34
N3
O O O NH2
C8H18N4O3
Mol.-Gew.: 218.25 g/mol
 C29H25N3O7
Mol.-Gew.: 527.52 g/mol
 C33H38N6O7
Mol.-Gew.: 630.69 g/mol
Exakte Masse: 630.28 u
TEA, DMSO
RT, 1 h
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H
ON N
O
O
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O O O
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H
NN3 O O O
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O
O
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Das Isomerengemisch aus 5- und 6-Carboxytetramethylrhodamin-NHS (5- und 6-TAMRA-
NHS, 39, 5.6 mg, 10.6 µmol, 1 ¨Aq.) wurde in DMSO (233 µL) gelo¨st und mit 11-Azido-
3,6,9-trioxaundecan-1-amin (Amino-PEG-Azid, 40, 2.5 µL, 10.6 µmol, 1 ¨Aq.) sowie mit TEA
(14 µL, 105.8 µmol, 10 ¨Aq.) versetzt. Nach einer Reaktionszeit von ca. 1 h bei RT wurde
das Gemisch durch pra¨parative rp-HPLC (Methode 2) aufgereinigt. Die beiden Isomere,
5-TAMRA-Azid 34a und 6-TAMRA-Azid 34b konnten getrennt werden. Flu¨chtige Bestand-
teile wurden durch Gefriertrocknung entfernt und die Ausbeute durch UV/Vis-Messungen
(ε552nm = 80 000 M−1 cm−1) bestimmt. 5-TAMRA-Azid 34a (2.4 mg, 3.8 µmol, 36.2%) und
6-TAMRA-Azid 34b (2.3 mg, 3.6 µmol, 34.2%) wurden als dunkelrote Pulver erhalten. Die
Gesamtausbeute an TAMRA-Azid 34 betrug damit 4.7 mg (7.4 µmol, 70.4%).
rp-HPLC: tR(5-TAMRA-Azid 34a): 14.5 min; tR(6-TAMRA-Azid 34b): 15.0 min.
ESI-MS, pos.:
5-TAMRA-Azid 34a m/z (%): 631.20 (100) [M+H]+; ms2: 603.40 (100) [M-N2+H]+,
6-TAMRA-Azid 34b m/z (%): 631.27 (100) [M+H]+; ms2: 603.20 (100) [M-N2+H]+,
(siehe Abb. A.1 und A.2, S. 138f).
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6.4.2 BODIPY-FL-Azid 56
TEA, DMSO
RT, 1 h, 60%NBN
FF
OO
N
O
O
NBN
FF
ONH
N3
O O O NH2
C8H18N4O3
Mol.-Gew.: 218.25 g/mol
 C18H18BF2N3O4
Mol.-Gew.: 389,16 g/mol
N3
O O O
 C22H31BF2N6O4
Mol.-Gew.:492,33 g/mol
Exakte Masse: 492,25 u
40 55
56
Das BODIPIY-FL-NHS 55 (1.0 mg, 2.5 µmol, 1 ¨Aq.) wurde in DMSO (50 µL) gelo¨st und mit
11-Azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amin (Amino-PEG-Azid, 40, 1.2 µL, 5 µmol, 2 ¨Aq.) sowie mit
TEA (3.5 µL, 25 µmol, 10 ¨Aq.) versetzt. Nach einer Reaktionszeit von ca. 1 h bei RT wurde das
Gemisch durch pra¨parative rp-HPLC (Methode 4) aufgereinigt. Flu¨chtige Bestandteile wurden
durch Gefriertrocknung entfernt und die Ausbeute durch UV/Vis-Messungen (ε502nm = 82 000
M−1 cm−1) bestimmt. Das Produkt 56 (0.6 mg, 1.2 µmol, 60%) wurde als dunkelgelbes Pulver
erhalten.
rp-HPLC: tR(BODIPY-FL-Azid 56): 14.0 min.
ESI-MS, pos.: m/z (%): 515.33 (100) [M+Na]+, 487.41 (50) [M-N2+Na]+.
(siehe Abb. A.3, S. 139).
6.4.3 TAMRA-Alkin 50
6.4.3.1 3,6,9-Trioxadodec-11-in-1-ol (45) [169]
HO O O OH
Br
HO O O O
 C6H14O4
Mol.-Gew.: 150.17 g/mol C3H3Br
Mol.-Gew.: 118.96 g/mol
C9H16O4
Mol.-Gew.: 188.22 g/mol
Exakte Masse: 188.10 u
1. KOH, 40°C, 30 min
2.                     60°C, 3 h
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10 11
12
43
44
45
Gemo¨rsertes KOH (1.85 g, 33.0 mmol, 1 ¨Aq.) wurde unter Argon in einem Kolben vorge-
legt, mit Triethylenglycol (43, 11.15 mL, 12.27 g, 81.2 mmol, 2.5 ¨Aq.) versetzt und 30 min
bei 40°C geru¨hrt. Danach wurden Propargylbromid (44, 80%-ig in Toluol, 3.1 mL, 4.12 g,
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27.8 mmol, 0.9 ¨Aq.) hinzugegeben, die Temperatur auf 60°C erho¨ht und weitere 3 h geru¨hrt.
Anschließend wurde die Reaktionsmischung mit destilliertem Wasser (25 mL) versetzt und
mit einer 1 M HCl-Lo¨sung (etwa 35 mL) auf einen pH-Wert von ca. 1 gebracht. Es wurde
3-mal mit Ethylacetat (je 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden 2-mal
mit gesa¨ttigter NaCl-Lo¨sung (je 50 mL) ru¨ckextrahiert und u¨ber Natriumsulfat getrocknet.
Nach dem Entfernen des Lo¨sungsmittels am Rotationsverdampfer wurde das Rohprodukt
sa¨ulenchromatographisch mit Ethylacetat als Laufmittel gereinigt. Das Produkt (45, 1.75 g,
9.3 mmol, 33.4%) wurde als gelbes, sirupo¨ses ¨Ol erhalten.
DC: Rf = 0.49 (Ethylacetat; Nachweis mit Cerammoniummolybdat-Lo¨sung).
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 2.36 (t, 4J = 2.2 Hz, 1H, H12), 3.52-3.57 (m, 2H, H1),
3.58-3.96 (m, 11H, OH und H2-H8), 4.14 (d, 4J = 2.2 Hz, 2H, H10).
13C-NMR (100 MHz, DMSO): δ = 57.99 (C10), 60.71 (C12), 69.02, 70.00, 70.24, 70.28
(C2-C8), 72.83 (C1), 77.60 (C11).
ESI-MS, pos.: m/z (%): 211.6 [M+Na]+.
6.4.3.2 3,6,9-Trioxadodec-11-in-1-yl-tosylat (47) [169]
HO O O O
C9H16O4
Mol.-Gew.: 188.22 g/mol
KOH SO
O
S
O
O Cl
DCM
0°C, 2 h C16H22O6S
Mol.-Gew.: 342.41 g/mol
Exakte Masse: 342.11 u
C7H7ClO2S
Mol.-Gew.: 190.65 g/mol
O O O O
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In einem Kolben wurde der Alkohol 45 (1.64 g, 8.72 mmol, 1 ¨Aq.) und Tosylchlorid (46,
1.82 g, 9.56 mmol, 1.1 ¨Aq.) in absolutem DCM gelo¨st. Das Gemisch wurde im Eisbad auf 0°C
geku¨hlt und portionsweise mit gemo¨rsertem KOH (1.89 g, 33.7 mmol, 4 ¨Aq.) versetzt. Nach
Beenden der KOH-Zugabe wurde das Reaktionsgemisch weitere 2 h geru¨hrt, anschließend auf
Eiswasser geschu¨ttet und 3-mal mit DCM (je 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit gesa¨ttigter NaCl-Lo¨sung (je 50 mL) gewaschen und u¨ber Magnesiumsulfat
getrocknet. Nach dem Entfernen des Lo¨sungsmittels am Rotationsverdampfer wurde das
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Produkt 47 ohne weitere Aufreinigung als gelbes ¨Ol (2.38 g, 6.95 mmol, 79.7%) erhalten.
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 2.36 (t, 4J = 2.5 Hz, 1H, H12), 2.38 (s, 3H, H5’), 3.52-3.62
(m, 10H, H2-H8), 4.09 (t, 3J = 4.7 Hz, 2H, H1), 4.14 (d, 4J = 2.5 Hz, 2H, H10), 7.27 (d, 3J =
8.0 Hz, 2H, H2’), 7.72 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, H3’).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 21.75 (C5’), 58.44 (C10), 69.26 (C1), 68.73, 68.11, 70.47,
70.59 (C2-C8), 74.56 (C11), 127.92 (C3’), 129.75 (C2’).
ESI-MS, pos.: m/z (%): 343.33 (6) [M+H]+, 365.4 (100) [M+Na]+, 381.2 (10) [M+K]+.
6.4.3.3 12-Azido-4,7,10-trioxadodec-1-in (48) [169]
NaN3S
O
O
TBAI, DMF
45°C, 10 hC16H22O6S
Mol.-Gew.: 342.41 g/mol
O O O O O O ON3
C9H15N3O3
Mol.-Gew.: 213.23 g/mol
Exakte Masse: 213.11 u
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In einem ausgeheizten Kolben wurde unter Argon das Tosylat 47 (2.0 g, 5.84 mmol, 1 ¨Aq.) in
DMF (20 mL) gelo¨st. Natriumazid (417 mg, 6.41 mmol, 1.1 ¨Aq.) und Tetrabutylammoniumiodid
(TBAI, 216 mg, 584 µmol, 0.1 ¨Aq.) wurden hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde u¨ber
Nacht bei 45°C geru¨hrt. Am na¨chsten Tag wurde der Ansatz mit Ethylacetat (40 mL) versetzt
und mit gesa¨ttigter NaHCO3-Lo¨sung (60 mL) gewaschen. Der entstandene Niederschlag wurde
abfiltriert und die wa¨ssrige Phase 2-mal mit Ethylacetat (je 50 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit Wasser (40 mL) gewaschen und die wa¨ssrige Phase mit
Ethylacetat (40 mL) ru¨ckextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden erneut mit
gesa¨ttigter NaCl-Lo¨sung gewaschen und u¨ber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lo¨sungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt sa¨ulenchromatographisch aufge-
reinigt (Pentan/Ethylacetat, 1:1, v/v). Das Produkt 48 (0.680 g, 3.19 mmol, 54.6%), wurde als
sirupo¨ses ¨Ol erhalten.
DC: Rf = 0.61 (Pentan/Ethylacetat, 1:1, v/v; Nachweis mit Cerammoniummolybdat-Lo¨sung
oder Ninhydrin-Lo¨sung).
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 2.36 (t, 4J = 2.5 Hz, 1H, H1), 3.33 (t, 3J = 5.0 Hz, 2H, H12),
3.59-3.66 (m, 10H, H5-H11), 4.14 (d, 4J = 2.5 Hz, 2H, H3).
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13C-NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 50.76 (C12), 58.45 (C3), 60.43, 69.15, 70.08, 70.54, 70.73
(C5-C11), 74.51 (C2).
ESI-MS, pos.: m/z (%): 427.67 (70) [M2+H]+, 449.67 (90) [M2+Na]+, 640.60 (100) [M3+H]+,
662.33 (60) [M3+Na]+; ms2: 186.0 (14) [M-N2+H]+.
6.4.3.4 12-Amino-4,7,10-trioxadodec-1-in (49) [169]
1. PPh3, THF, 
  25°C - 30°C, 20 h
2. H2O, 30°C, 20 h
O O ON3
C9H15N3O3
Mol.-Gew.: 213.23 g/mol
O O OH2N
 C9H17NO3
Mol.-Gew.: 187.24 g/mol
Exakte Masse: 187.12 u
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Das Azid 48 (0.640 g, 3.00 mmol, 1 ¨Aq.) wurde unter Argon in trockenem THF (25 mL) gelo¨st
und mit gemo¨rsertem Triphenylphosphin (0.857 g, 3.27 mmol, 1.1 ¨Aq.) versetzt. Die Reaktions-
mischung wurde 2 h bei 25°C geru¨hrt. Anschließend wurde die Temperatur auf 30°C erho¨ht und
die Mischung u¨ber Nacht geru¨hrt. Es wurde Wasser (0.12 mL) zugegeben und weitere 20 h bei
30°C geru¨hrt. Das Lo¨sungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der Ru¨ckstand
in Ethylacetat (10 mL) aufgenommen. Es wurde 4-mal mit 1 M HCl (aq) (je 10 mL) extra-
hiert. Die wa¨ssrige Phase wurde durch Zugabe von gemo¨rsertem NaOH auf einen basischen
pH-Wert gebracht und 4-mal mit Ethylacetat (je 50 mL) extrahiert. Die wa¨ssrige Phase wurde
eingeengt und der Ru¨ckstand nochmals mit Ethylacetat (50 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden u¨ber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lo¨sungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde sa¨ulenchromatographisch aufgereinigt
(DCM/Methanol/TEA, 78:20:2, v/v/v). Durch mehrmaliges Lo¨sen des aufgereinigten Produkts
in Methanol und Entfernen des Lo¨sungsmittels wurde TEA ausgetragen. Es wurde das Produkt
49 (138.9 mg, 0.742 mmol, 24,7%) als ¨Ol erhalten.
DC: Rf = 0.1 (DCM/Methanol/TEA, 78:20:2, v/v/v; Nachweis mit Cerammoniummolybdat-
Lo¨sung und Ninhydrin-Lo¨sung).
1H-NMR (300 MHz, D2O): δ = 2.87 (t, 3J = 5.1 Hz, 2H, H12), 3.51-3.66 (m, 11H, H5-H11,
H1), 4.11 (s, 2H, H3).
ESI-MS, pos.: m/z (%): 188.13 (100) [M+H]+.
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6.4.3.5 TAMRA-Alkin 50
O O O NH2
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H
ON N
O
O
O O O
ON N
O
O
O
H
NO O O
C9H17NO3
Mol.-Gew.. 187.24 g/mol
 C34H37N3O7
Mol.-Gew.: 599.67 g/mol
Exakte Masse: 599.26 u
 C29H25N3O7
Mol.-Gew.: 527.52 g/mol
TEA, DMSO
RT, 1 h
ON N
O
O
O
O
N
O
O
5
649 39
50a 50b
Das Isomerengemisch aus 5- und 6-Carboxytetramethylrhodamin (5- und 6-TAMRA-NHS, 39,
5.3 mg, 10.0 µmol, 1 ¨Aq.), 12-Amino-4,7,10-trioxadodec-1-in (49, 2.9 mg, 15.5 µmol, 1.5 ¨Aq.)
und TEA (13.7 µL, 154.8 µmol, 15 ¨Aq.) wurden in DMSO (236.5 µL) gelo¨st. Die Reaktions-
ansatz wurde 1 h bei RT inkubiert. Das Produkt TAMRA-Alkin 50 wurde durch pra¨parative
rp-HPLC mit Methode 2 aufgereinigt. Dabei konnten die beiden Isomere, 5-TAMRA-Alkin
50a und 6-TAMRA-Alkin 50b getrennt werden. Eine Zuordnung der Signale zu den Isomeren
wurde jedoch nicht vorgenommen. Die wa¨ssrigen Lo¨sungen wurden durch Lyophilisierung
eingeengt und die Ausbeute durch UV/Vis-Messungen (ε552nm = 80 000 M−1 cm−1) bestimmt.
Es wurden Signal 1 (2.17 mg, 3.6 µmol, 36%) und Signal 2 (0.89 mg, 1.5 µmol, 15%), jeweils
dunkelrote Pulver, erhalten. Die Gesamtausbeute an TAMRA-Alkin 50 betrug damit 3.06 mg
(5.1 µmol, 51%).
rp-HPLC: tR(Signal 1): 17.2 min; tR(Signal 2): 17.8 min.
ESI-MS, pos. : Signal 1 m/z (%): 600.36 (100) [M+H]+,
Signal 2 m/z (%): 600.40 (100) [M+H]+,
(siehe Abb. A.4 und A.5, S. 140).
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6.5 Molekularbiologische Methoden
Die molekularbiologischen Arbeiten wurden in Klein-Reaktionsgefa¨ßen (Eppendorf) durch-
gefu¨hrt. Diese Gefa¨ße (0.5, 1.5 oder 2.0 mL) und alle Pipettenspitzen (Gilson) wurden mindes-
tens 20 min bei 121°C im Dampfsterilisator autoklaviert. Bakterien wurden in autoklavierten
Reagenzgla¨sern oder Erlenmeyerkolben aus Glas angezogen. Das verwendete Wasser wurde
ebenfalls autoklaviert.
6.5.1 Anzucht der Bakterien
Bakterien wurden in autoklaviertem Medium angezogen. Je nach Stamm und Zweck wurde
entweder Lysogeny Broth -Medium (LB-Medium: 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L
Natriumchlorid) oder gepuffertes Terrific Broth -Medium (TB-Medium: 12 g/L Trypton, 24 g/L
Hefeextrakt, 4 mL/L Glycerin, 13 mM KH2PO4 und 92 mM K2HPO4) verwendet. Je nach Re-
sistenz der verwendeten Sta¨mme wurden Ampicillin (Amp, 100 mg/L), Chloramphenicol (Cap,
50 mg/L), Kanamycin (Kan, 50 mg/L) und / oder Tetracyclin (Tet, 25 mg/L) hinzugegeben.
Fu¨r die Anzucht auf Platte wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 3.8 g/L Agar zugegeben.
Nach dem Abku¨hlen auf ca. 50°C wurden die no¨tigen Antibiotika hinzugegeben, die Mischung
in Petrischalen gegossen und ausha¨rten gelassen. Die Platten wurden luftdicht verschlossen und
bei 4°C aufbewahrt.
Flu¨ssigkulturen wurden mit Zellen, die mit sterilen Zahnstochern von Einzelkolonien auf Platte
aufgenommen wurden, angeimpft. Die Inkubation erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei
37°C und 220 – 250 rpm.
Fu¨r Bakterien-Glycerinkulturen wurden 850 µL ¨Ubernachtkultur mit 150 µL Glycerin gemischt,
in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
6.5.2 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen zur Elektroporation
Eine ¨Ubernachtkultur (4 mL) des gewu¨nschten E. coli -Stamms wurde in LB-Medium (400 mL)
mit den entsprechenden Antibiotika gegeben und bei 37°C bis zu einer OD600 = 0.4 – 0.5 in-
kubiert. Die Kultur wurde 20 min auf Eis abgeku¨hlt und anschließend abzentrifugiert (4°C,
2 800 rcf, 20 min). Der ¨Uberstand wurde verworfen. Der Niederschlag wurde gewaschen, indem
er jeweils resuspendiert und erneut abzentrifugiert wurde. Der ¨Uberstand wurde jeweils verwor-
fen. Gewaschen wurde zuna¨chst 4-mal mit eiskaltem Wasser (je 100 mL) und anschließend mit
kaltem Glycerin (10%, 2-mal je 50 mL, 1-mal 10 mL). Der Niederschlag wurde schließlich in
Glycerin (10%, 400 µL) aufgenommen, a` 40 µL aliquotiert, in flu¨ssigem Stickstoff schockgefro-
ren und bei -80°C gelagert.
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6.5.3 Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen
Ein Aliquot (40 µL) der elektrokompetenten E. coli -Zellen (siehe 6.5.2) wurde 30 min auf Eis
aufgetaut, mit Plasmid-DNA (ca. 100 ng) versetzt und einige min auf Eis inkubiert. Der Trans-
formationsansatz wurde in einer eisgeku¨hlten Elektroporations-Ku¨vette im Elektroporator kurz
einer Spannung von 1.8 kV ausgesetzt, sofort mit LB-Medium (600 µL) versetzt, 50 min bei
37°C und 220 rpm inkubiert, auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausgestrichen
und u¨ber Nacht bei 37°C inkubiert. Die erfolgreiche Transformation zeigte sich durch Koloni-
enbildung auf der Platte.
6.5.4 Amplifikation und Reinigung von Plasmid-DNA
LB-Medium (5 mL) wurden mit den entsprechenden Antibiotika versetzt, mit einer plasmidtra-
genden Kolonie beimpft und 14 h bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Die Zellkultur (2 mL) wurde
abzentrifugiert (4°C, 4 000 rcf, 5 min). Die Plasmid-DNA wurde dann mit dem QiaPrep Spin
Miniprep Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert.
6.5.5 Agarose-Gelelektrophorese
Agarose (0.8 – 1%) wurde unter Erhitzen in der Mikrowelle Mikromat (AEG) in 0.5 x TBE-
Puffer (44.5 mM Tris-Base, 44.5 mM Borsa¨ure, 1 mM EDTA, pH 8) gelo¨st. Zur Visualisierung
der DNA wurde GelRed™ (1x) vor dem Erstarren in der Gelkammer Mini SubCell GT (Bio-
Rad, 8 bzw. 15 Taschen) hinzugegeben. Die DNA-Proben in 1/5 Volumen 6 x Probenpuffer
(0.25% Bromphenolblau, 30% Glycerin) und der DNA-Marker wurden in je eine Tasche pipet-
tiert. Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in 0.5 x TBE-Puffer bei 90 – 110 V mit einem Po-
werPac 300 System (Bio-Rad) durchgefu¨hrt (45 – 60 min). Anschließend wurde die DNA durch
das gebundene GelRed™ auf einem UV-Transilluminator bei λ = 312 nm visualisiert und mit
dem digitalen Geldokumentations-System Gel iX mit Filter (540 nm ± 50 nm) fotografiert. Der
Marker (siehe Abschnitt 6.1.4) diente zur Abscha¨tzung von Gro¨ße und Menge der aufgetrennten
Banden.
6.5.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE). Je nach Bedarf wurden zwei verschiedene SDS-PAGE-Geltypen benutzt. Meist wurden
NuPage-Gele (Invitrogen) verwendet, da sie die bessere Auftrennung der Proteine lieferten.
SDS-PAGE-Gele nach Laemmli (Tris/Glycin-Gele) wurden nur benutzt, wenn schnell gefa¨rbt
werden musste, da sie mit der Kupferfa¨rbung (siehe 6.5.7) kompatibel sind.
Beide Geltypen bestanden aus einem weitporigen Sammelgel mit 5% Acrylamid (zur Kon-
zentration der Proben) u¨ber einem engporigen Trenngel mit 10, 12 oder 15% Acrylamid (zur
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Auftrennung der Probenbestandteile). Unterschiede der Geltypen und Pufferzusammensetzun-
gen sind in Tabelle 6.3 zusammengefasst. Das Trenngel (5 mL; 1 x Trenngelpuffer, 10, 12 oder
15% Acrylamid/Bisacrylamid (37.5:1), 0.1% (w/v) APS, 0.04% (v/v) TEMED) wurde zwischen
zwei Glasplatten pipettiert und mit Isopropanol u¨berschichtet. Nach vollsta¨ndiger Polymerisa-
tion (ca. 15 min) wurde das Isopropanol mit Wasser entfernt, die Kante mit Papier getrocknet
und das Sammelgel (1.5 mL; 1 x Sammelgelpuffer, 5% Acrylamid/Bisacrylamid (37.5:1), 0.1%
(w/v) APS, 0.04% (v/v) TEMED) direkt auf das Trenngel gegossen. Die Gele wurden nach der
Polymerisation (ca. 15 min) entweder direkt eingesetzt oder in feuchten Tu¨chern eingeschlagen
im Ku¨hlschrank aufbewahrt.
Tabelle 6.3: Unterschiede und Pufferzusammensetzungen von NuPage- und Laemmli-SDS-
PAGE-Gelen.
NuPage-Gel Laemmli-SDS-PAGE-Gel
Anwendung bessere Auftrennung schnelle Fa¨rbung (Kup-
ferfa¨rbung)
Trenngelpuffer 157 mM Bis-Tris, pH 6.5 – 6.8 375 mM Tris-Base, 0.1% SDS,
pH 8.8
Sammelgelpuffer 157 mM Bis-Tris, pH 6.5 – 6.8 125 mM Tris-Base, 0.1% SDS,
pH 6.8
Lagerzeit der ge-
gossenen Gele
bis zu 1 Monat ho¨chstens 1 Woche
Laufpuffer 50 mM MOPS, 50 mM Tris-Base,
5 mM EDTA, 0.1% (w/v) SDS,
keine pH-Einstellung
25 mM Tris-Base, 200 mM
Glycin, 0.1% SDS,
keine pH-Einstellung
Spannung (Zeit) 165 V (45 min) 120 V (90 min)
Ein oder zwei Gele des gleichen Typs wurden in die Apparatur Mini-PROTEAN 3 Cell der Fir-
ma Bio-Rad eingespannt und mit dem jeweiligen Laufpuffer umgeben. Die Proben wurden vor
Auftragen auf das Gel mit 1/4 Volumen 5x SDS-Probenpuffer (250 mM Tris-HCl, 12.5% (w/v)
SDS, 50% (v/v) Glycerin, 1.6 M β-Mercaptoethanol, 0.05% (w/v) Bromphenolblau, pH 6.8)
versetzt und mindestens 5 min bei 100°C inkubiert. Zum Gro¨ßenvergleich wurde auch ein Mar-
ker (siehe Abschnitt 6.1.4) aufgetragen. Nach Beladen des Gels mit den vorbereiteten Proben
lief die Elektrophorese, bis die blau gefa¨rbte Lauffront am Ende des Gels angekommen war.
Richtwerte fu¨r Spannung und Dauer sind in Tabelle 6.3 angegeben. Nach der Elektrophorese
wurde das Gel unter Wasser abgewaschen und von den Glasscheiben befreit. Je nach Anwen-
dung wurde das Gel dann gefa¨rbt, siehe unten.
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6.5.7 Fa¨rbemethoden fu¨r SDS-PAGE-Gele
Coomassie-Fa¨rbung Gele mit großen Proteinmengen wurden mit Coomassie Blau gefa¨rbt.
Hierbei wurde das Gel in Coomassie-Fa¨rbelo¨sung (0.05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue, 10%
(v/v) Essigsa¨ure, 40% (v/v) Ethanol) u¨ber Nacht bei RT unter leichtem Schu¨tteln inkubiert. Am
na¨chsten Tag wurde das Gel so lange mit Entfa¨rbelo¨sung (10% (v/v) Essigsa¨ure, 40% (v/v) Etha-
nol) behandelt, bis die blauen Proteinbanden deutlich sichtbar waren. Die Fa¨rbelo¨sung wurde
wiederverwendet. Fu¨r eine schnellere Fa¨rbung (ca. 1 h) wurde das Gel in Fa¨rbelo¨sung bei ca.
90°C (im heißen Wasserbad) inkubiert und dann wie beschrieben entfa¨rbt.
Kupferfa¨rbung [191] Die Kupferfa¨rbung dient der schnellen Analyse der Proben im SDS-
PAGE-Gel. Es handelt sich hierbei um eine Negativ-Fa¨rbung. Ein entstehender Kupfer-SDS-
Komplex tru¨bt das Gel. Wo Proteine vorhanden sind, kann der Komplex jedoch nicht entstehen.
Es erscheinen durchscheinende Banden im weißen Gel. NuPage-Gele ko¨nnen auf diese Weise
nicht gefa¨rbt werden, da nicht genug SDS im Gel vorhanden ist. Nach der Auftrennung wird das
Gel mit Wasser gewaschen (2-mal 5 min) und dann fu¨r 5 min in mo¨glichst wenig Fa¨rbelo¨sung
(ca. 10 mL; 300 mM CuCl2) unter starkem Schu¨tteln inkubiert. Nach einem weiteren Wasch-
schritt mit Wasser (5 min) kann das Gel gegen einen schwarzen Hintergrund fotografiert werden.
Die Sensitivita¨t liegt zwischen der von Coomassie- und Silber-Fa¨rbung.
Oriole™-Fa¨rbung (Bio-Rad) Oriole™-Fa¨rbung wurde nach Angabe des Herstellers ange-
wandt, wenn nach der Fa¨rbung ein Western-Blot folgen sollte. Bei der Fa¨rbung bildet sich ein
fluoreszierendes Produkt aus Fa¨rbereagenz und Protein, das auf dem UV-Tisch (λEx = 312 nm,
Filter: 540 nm ± 50 nm) visualisiert wurde. Fu¨r die weitere Nutzung im Western Blot mussten
die Gele vor dem Transfer auf die Membran 20 min in Laemmli-Laufpuffer (siehe Tabelle 6.3)
inkubiert werden. Die Sensitivita¨t ist fast so hoch wie die der Silberfa¨rbung.
Silberfa¨rbung Silberfa¨rbung ist die sensitivste Gelfa¨rbung. Es wurde das ProteoSilver™-
Plus Silver Stain Kit (Sigma-Aldrich) nach Angaben des Herstellers verwendet.
6.5.8 Analyse biotinylierter Proteine mittels Western Blot
Zur Analyse biotinylierter Proteine wurden diese mittels Semi-Dry Western Blotting mit dem
Fast Blot Typ B43 (Biometra) vom SDS-PAGE-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran in Puf-
fer (25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, pH 8.3 – 8.8) transferiert. Je
nach Gro¨ße der zu u¨bertragenden Proteine wurden 75 – 80 mA fu¨r 45 – 90 min angelegt. Zur
¨Uberpru¨fung, ob die Proteine auf die Membran transferiert wurden, und zur Kontrolle der Be-
ladungsmenge wurde die Membran kurz mit Ponceau S-Lo¨sung (0.5 – 1% (w/v) Ponceau S, 1%
(v/v) Essigsa¨ure) inkubiert und mit Wasser gewaschen. Proteine erscheinen als rosa Banden
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auf weißem Hintergrund. Die Membran wurde dann u¨.N. bei 4°C in einer Lo¨sung aus BSA
(2.5%) in PBS-T-Puffer (140 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 2 mM Na2HPO4, 1.45 mM KH2PO4,
0.05% Tween-20, pH 7.5) geblockt. Am na¨chsten Tag wurde die Membran einmal mit PBS-T-
Puffer gewaschen und danach mit einer 1:1000-Verdu¨nnung von Horseradish-Peroxidase Avidin
D (Avidin-HRP, Vector Labs) in BSA (2.5%) in PBS-T fu¨r 30 – 60 min bei RT inkubiert. Die
Membran wurde 3-mal mit PBS-T gewaschen. Chemiluminiszenz-Signale wurden mit dem Pico
ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) in einem LAS 3000 (Fujifilm) visualisiert.
6.5.9 Aufnahme fluoreszierender Proteine im SDS-PAGE-Gel
Fluoreszierende Proteine wurden je nach Farbstoff unterschiedlich analysiert. Fluorophore, die
auch im UV-Bereich angeregt werden ko¨nnen, wurden auf dem UV-Tisch mit Filter (540 nm
± 50 nm) visualisiert. Sensitivere Visualisierungen bei genaueren Wellenla¨ngen (fu¨r TAM-
RA: λEx = 532 nm, λEm = 580± 30 nm, fu¨r BODIPY FL: λEx = 488 nm, λEm = 526 nm, fu¨r
Alexa 647: λEx = 633 nm, λEm = 670± 30 nm) wurden am Fluoreszenz-Scanner vorgenommen.
6.5.10 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte mit dem Coomassie Plus Bradford™
Assay Kit (Thermo Scientific) nach Angaben des Herstellers.
6.5.11 Fa¨llung von Proteinen
Proteine wurden auf zwei Weisen gefa¨llt. Die Fa¨llung mit Perchlorsa¨ure (PCA) wurde fu¨r Histo-
ne angewandt. Sie ermo¨glicht ein relativ leichtes Wiederauflo¨sen (Resolubilisieren) der gefa¨llten
Proteine. Die Methode ist dem Handbuch
”
Histone purification kit“ (Active Motif) entnommen
und wurde nach Herstellerangaben durchgefu¨hrt. Die gefa¨llten Proteine wurden 20 min bei RT
in wenig Wasser resolubilisiert und dann mit dem fu¨r die weitere Reaktionen beno¨tigten Puffer
versetzt.
Die Fa¨llung mit Methanol und Chloroform ist sehr schnell, beno¨tigt aber denaturierende Rea-
genzien (SDS, Harnstoff), um die gefa¨llten Proteine wieder in Lo¨sung zu bringen. Sie wurde
angewandt, um Proteine von u¨berschu¨ssigem Fluorophor und von Puffern und Salzen zu be-
freien. Diese Methode ist dem Handbuch
”
Click-iT® Protein Reaction Buffer Kit“ (Invitrogen)
entnommen und wurde nach Herstellerangaben durchgefu¨hrt.
6.5.12 Dialyse von Proteinen
Proteine wurden mit Membranen, die mindestens 10 kDa unter dem Molekulargewicht des Pro-
teins lagen, in Dialysepuffer (50 – 100-faches Volumen der Probe) dialysiert. Dialysen fanden
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bei 4°C fu¨r mindestens 6 h oder u¨ber Nacht statt. Es wurden die SnakeSkin Dialysis Tubing
(Thermo Scientific, MWCO = 3 500, kein vorheriges Einweichen no¨tig) und Spectra/Por Mem-
brane (Spectrum Laboratories, MWCO = 12-14 000, 10 min Einweichen in Dialysepuffer) ver-
wendet. Verwendete Dialysepuffer sind bei den jeweiligen Anwendungen angegeben.
6.5.13 Herstellung von E. coli-Lysaten
SC08-Lysat Fu¨r die Herstellung von SC08-Lysat wurde eine Kolonie von E. coli -SC08 von
einer Platte gepickt und u¨ber Nacht in LB-Medium mit Tetracyclin (LB-Tet, 3 mL) bei 37°C
inkubiert. Mit der Nachtkultur wurde die Tagkultur I (LB-Tet, 200 mL) angeimpft und 5 h in-
kubiert. Dann wurde LB-Tet (3-mal 1 L) mit Tagkultur I (je 60 mL) versetzt und bis zu ei-
ner OD600 = 1.0 inkubiert. Die Kultur wurde abzentrifugiert (30 min, 3 500 rcf, 4°C) und der
Niederschlag mit eiskaltem Wasser (300 mL) resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Der ge-
waschene Niederschlag wurde in Aufschlusspuffer ohne β-Mercaptoethanol (60 mL; 6.7 mM
MES, 6.7 mM Natriumacetat, 6.7 mM HEPES, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% (v/v) Gly-
cerin, 1x Protease Inhibitor Mix, pH 7.5) im Ultraschall (10 min, Output: 15%, Outputcontrol:
10) aufgeschlossen. Nach Abzentrifugieren der Zelltru¨mmer (1 h, 39 800 rcf, 4°C) wurde das
Lysat einmal u¨ber Nacht gegen PrmC-Puffer (10 mM HEPES, pH 7.5) dialysiert und dann noch
einmal fu¨r 5 h. Das Lysat wurde zuerst im JumboSep (Pall Life Sciences), dann im Centriprep
(Amicon) auf ca. 5 mL aufkonzentriert und mit dem gleichen Volumen Glycerin versetzt. Das
fertige Lysat wurde aliquotiert (a` 1 mL) und bei -20°C gelagert.
SC08-Lysat, angereichert mit Ni-bindenden Proteinen Neben der inaktiven PrmC
entha¨lt SC08-Lysat RF1 mit einem His-tag. [86] Endogen exprimiertes RF1 kann damit mit einer
Ni-NTA-Sa¨ule im Lysat angereichert werden. Dafu¨r wurde eine Nachtkultur (10 mL LB-Tet,
37°C) angesetzt, die am na¨chsten Tag zum Animpfen einer Tagkultur (1 L LB-Tet) genutzt
wurde. Diese wurde bei einer OD600 von 1.0 abzentrifugiert (30 min, 3 500 rcf, 4°C) und der
Niederschlag bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Die Zellen wurden in Auf-
schlusspuffer (4 mL/g Zellmaterial; 20 mM Tris-HCl, 5 mM Imidazol, pH 7.4) aufgeschlossen
(3-mal 1 min, Output: 60%, Outputcontrol: 8), die Zelltru¨mmer abzentrifugiert (1 h, 39 800 rcf,
4°C) und das Lysat auf eine mit Aufschlusspuffer equilibrierte Ni-NTA-Sa¨ule (1 mL) aufge-
tragen. Die Sa¨ule wurde mit 10 SV Aufschlusspuffer gewaschen und die Proteine mit 7.5 SV
Elutionspuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM Imidazol) in Fraktionen a` 1 mL eluiert. Die
Fraktionen wurden mit einem SDS-PAGE-Gel u¨berpru¨ft, die gewu¨nschten Fraktionen vereint
und auf 30 µg/µL aufkonzentriert. Das mit RF1 angereicherte Lysat wurde mit 50% Glycerin
versetzt und bei -20°C gelagert.
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6.6 Expression und Isolierung von Methyltransferasen
und ihren Substraten
Die Proteingele zum Verlauf und zur ¨Uberpru¨fung der Reinheit der verwendeten Proteine befin-
den sich im Anhang A.2. Die Proteinaufreinigungen von Dim-5, Clr4, PrmC und RF1 wurden
freundlicherweise von Kerstin Glensk u¨bernommen.
6.6.1 Dim-5∆17[40]
Die MTase Dim-5 (Dim-5∆17, mit GST-tag ca. 60 kDa) wurde mit dem Plasmid pGEX2T-
Dim-5∆17 in BL21-Codon Plus(DE3) RIL (Stratagene) exprimiert. Die Aufreinigung (siehe
Abb. A.7, S. 141) folgte dem Protokoll aus der Dissertation von Dr. Wibke Peters. [108]
6.6.2 H3-Varianten[189,190]
Die Histon H3-Varianten brauchen keinen Affinita¨ts-tag, da sie in E. coli Einschlussko¨rperchen
(inclusion bodies) bilden, die leicht aufzureinigen sind. Aus den Einschlussko¨rperchen ko¨nnen
dennoch vollsta¨ndig aktive Histone isoliert werden. Fu¨r die Expression von Histon H3-
WT, H3-K4A und H3-K9A (je ca. 15 kDa) wurde der elektrokompetente Expressionsstamm
BL21(DE3)pLysS (Stratagene) mit pET3d-H3-WT fu¨r Histon H3-WT, pET3d-H3-K4A fu¨r His-
ton H3-K4A oder pET3d-H3-K9A fu¨r Histon H3-K9A transformiert und auf LB-Platten mit
Amp und Cap selektiert. Von erfolgreich transformierten Kolonien wurden ¨Ubernachtkulturen
(2 mL, LB-Amp+Cap) angelegt und bei 37°C inkubiert. Am na¨chsten Morgen wurde die Tag-
kultur I aus der ¨Ubernachtkultur (1 mL) und LB-Amp+Cap (15 mL) angesetzt (37°C, 3 h). LB-
Amp+Cap (2-mal 250 mL) wurden dann mit der Tagkultur I (je 6 mL) angeimpft (Tagkultur II)
und bis zu einer OD600 = 0.6 inkubiert. Die Proteinexpression wurde mit IPTG (0.2 mM) fu¨r 3 h
bei 37°C induziert. Die Kultur wurde abzentrifugiert (4°C, 3 500 rcf, 10 min), der ¨Uberstand ver-
worfen, der Niederschlag in eiskaltem Waschpuffer (10 mL; 50 mM Tris-Base, 100 mM NaCl,
1 mM EDTA, 0.2 mM PMSF, pH 7.5) resuspendiert und in ein neues Gefa¨ß u¨berfu¨hrt. Es wur-
de mit Waschpuffer (5 mL) nachgespu¨lt, die Suspension in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren
und bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.
Die Suspension wurde im warmen Wasserbad (30°C) aufgetaut und wieder in flu¨ssigem Stick-
stoff eingefroren. Nach erneutem Auftauen im warmen Wasserbad wurden die Bakterien
im Ultraschall (auf Eis, 3-mal 30 sec, jeweils ca. 1 min Pause, Output 60%, Outputcontrol:
6 – 7) aufgeschlossen und unlo¨sliche Bestandteile abzentrifugiert (4°C, 23 000 rcf, 45 min). Der
¨Uberstand wurde verworfen.
Ab jetzt wurden alle Schritte auf Eis oder bei 4°C durchgefu¨hrt. Der Niederschlag wurde 2-mal
mit Waschpuffer mit 1% Triton und 2-mal mit Waschpuffer ohne Triton gewaschen, bis er weiß
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war. Dafu¨r wurde er mit dem jeweiligen Waschpuffer (5 mL) in einen Dounce homogenizer
u¨berfu¨hrt und das Gefa¨ß mit Waschpuffer (5 mL) nachgespu¨lt. Der Niederschlag wurde mit
dem schmaleren Pistill in ein paar Zu¨gen grob, dann mit dem breiteren Pistill mit weiteren 5 bis
10 Zu¨gen feiner zerkleinert. Die Suspension wurde zuru¨ck ins Zentrifugengefa¨ß gegeben und
der Dounce homogenizer nachgespu¨lt. Es wurde erneut zentrifugiert (4°C, 23 000 rcf, 10 min)
und der ¨Uberstand verworfen.
Nun wurden die Einschlussko¨rperchen gelo¨st. Dafu¨r wurde der Niederschlag in Lo¨sepuffer
(5 mL; 7 M Guanidinium Hydrochlorid, 20 mM Tris-Base, 10 mM DTT, pH 7.5) im Doun-
ce homogenizer behandelt, in ein neues Gefa¨ß u¨berfu¨hrt und 2 h bei RT geru¨hrt. Nach dem
Abzentrifugieren (RT, 23 000 rcf, 20 min) befand sich das Protein im ¨Uberstand. Der Nieder-
schlag wurde mit Lo¨sepuffer (3 mL) gewaschen. Die vereinigten ¨Ubersta¨nde wurden dann 2-
mal je 1 h und 1-mal u¨ber Nacht gegen Harnstoff-Dialysepuffer (7 M Harnstoff, 100 mM NaCl,
10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 5 mM β-Mercaptoethanol, 0.2 mM PMSF, pH 8.0), jeweils im
50-fachen Volumen, dialysiert. Der Harnstoff wurde durch zwei weitere Dialysen (6 h und u¨ber
Nacht) gegen Dialysepuffer ohne Harnstoff (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA,
5 mM β-Mercaptoethanol, 0.2 mM PMSF, pH 8.0), jeweils im 100-fachen Volumen, entfernt.
Die Histon-Varianten wurden aliquotiert (a` 1 mL) und bei -20°C gelagert. Verdu¨nnungen fu¨r
den Einsatz in enzymatischen Reaktionen wurden in H3-Lagerpuffer (20 mM Natriumphos-
phat, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.0) angefertigt. Fu¨r den Verlauf der Aufreinigung und
die Sauberkeit der Histon H3-Varianten siehe SDS-PAGE-Gel in Abbildung A.8 (S. 141).
6.6.3 Clr4∆191[172]
Die MTase Clr4 (Clr4∆191, C-terminale MTase-Doma¨ne, ca. 35 kDa) wurde mit dem Plasmid
pQE30-Clr4∆191 in XL-1 (Stratagene) exprimiert. Dafu¨r wurde zuna¨chst der elektrokompe-
tente Expressionsstamm XL-1 mit dem Plasmid transformiert und auf Platten aus LB-Medium
mit Ampicillin (LB-Amp) selektiert. Aus einer erfolgreich transformierten Kolonie wurde eine
¨Ubernachtkultur in LB-Amp (10 mL) bei 37°C gefertigt. Am na¨chsten Tag wurde die Kultur
(3 mL) zum Animpfen der Tagkultur I (LB-Amp, 150 mL) verwendet. Nach 6 h wurde LB-Amp
(5-mal 1 L) mit der Tagkultur I (je 25 mL) angeimpft. Diese Tagkultur II wurde bis zu einer
OD600 = 0.6 inkubiert und dann mit 0.5 mM IPTG u¨ber Nacht bei 20°C induziert. Die Kultur
wurde abzentrifugiert (4°C, 2 800 rcf, 30 min) und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C ge-
lagert.
Von nun an erfolgten alle Schritte auf Eis oder bei 4°C. Die Bakterienzellen wurden in Auf-
schlusspuffer (4 mL/g Zellmaterial; 50 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl, 1 mM Imidazol,
pH 8.0) resuspendiert und im Ultraschall aufgeschlossen (3-mal 1 min, Output: 60%, Output-
control: 8). Die Zelltru¨mmer wurden abzentrifugiert (4°C, 39 800 rcf, 1 h) und der ¨Uberstand
auf eine Ni-NTA-Sa¨ule (2 mL) aufgetragen. Die Sa¨ule wurde mit 8 SV Aufschlusspuffer gewa-
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schen. Clr4 wurde mit 4 SV Elutionspuffer (50 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl, 250 mM
Imidazol, pH 8.0) von der Sa¨ule eluiert und u¨ber Nacht mittels Gelfiltration (Puffer: 5 mM Tris-
HCl, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 8.0; Fraktionsgro¨ßen: 2 mL) weiter gereinigt. Die Fraktio-
nen wurden im SDS-PAGE-Gel u¨berpru¨ft (siehe Abb. A.9, S. 142), die gewu¨nschten Fraktionen
vereinigt und aufkonzentriert.
6.6.4 Set7/9[47]
Fu¨r die Expression von Set7/9 (ca. 42 kDa) wurde der elektrokompetente Expressionsstamm
BL21-Gold(DE3) (Stratagene) mit dem Plasmid pET28b-Set7/9 transformiert und positive
Transformanden auf LB-Kan+Tet-Platten selektiert. Aus einer erfolgreich transformierten Ko-
lonie wurde eine ¨Ubernachtkultur (100 mL, TB-Kan+Tet) bei 37°C angezogen. Am na¨chsten
Tag wurde die ¨Ubernachtkultur (je 10 mL) in TB-Kan+Tet (4-mal 250 mL) gegeben und bei
37°C bis zu einer OD600 = 0.8 – 0.9 inkubiert. Die Induktion erfolgte mit IPTG (1 mM) fu¨r 3 h
bei 37°C. Danach wurde die Kultur abzentrifugiert (4°C, 2 800 rcf, 30 min) und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20°C gelagert.
Von nun an wurde auf Eis oder bei 4°C gearbeitet. Die Bakterien wurden in Aufschlusspuf-
fer (4 mL/g Zellmaterial; 50 mM Natriumphosphat, 500 mM NaCl, 5 mM β-Mercaptoethanol,
pH 7.0) aufgeschla¨mmt und im Ultraschall aufgeschlossen (6-mal je 2 min, je 1 min Pause, Out-
put: 20%, Outputcontrol: 6). Die Zelltru¨mmer wurden durch Zentrifugation (4°C, 39 800 rcf,
1 h) abgetrennt und der ¨Uberstand auf eine mit Aufschlusspuffer equilibrierte Ni-NTA-Sa¨ule
(1 mL aufgeschla¨mmtes Sa¨ulenmaterial / L Kultur) aufgetragen. Das Lysat wurde ein weite-
res Mal u¨ber die Sa¨ule gegeben. Danach wurde die Sa¨ule mit 10 SV Aufschlusspuffer gewa-
schen und Proteine mit Elutionspuffer (Aufschlusspuffer mit 150 mM Imidazol, 10 SV) eluiert.
Das Eluat wurde u¨ber Nacht in Dialysepuffer (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 10 mM β-
Mercaptoethanol, pH 8.0) dialysiert, durch Ultrazentrifugation (Amicon Centriprep-YM-10)
aufkonzentriert, aliquotiert (a` 10 – 20 µL), in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert. Fu¨r den Verlauf der Aufreinigung siehe SDS-PAGE-Gel in Abbildung A.10 (S. 142).
6.6.5 TAF-10[70]
Fu¨r die Expression von TAF-10 (ca. 22 kDa) wurde der elektrokompetente Expressions-
stamm BL21-Gold(DE3) (Stratagene) mit dem Plasmid pET15b-hTAF10 transformiert und
auf LB-Amp+Tet-Platten selektiert. Aus einer erfolgreich transformierten Kolonie wurde ei-
ne ¨Ubernachtkultur (25 mL, TB-Amp+Tet, 37°C) angesetzt, mit der am na¨chsten Morgen
LB-Amp+Tet (1 L) angeimpft wurde. Diese Tagkultur wurde bei einer OD600 = 0.8 mit IPTG
(1 mM) induziert. Nach 6 h bei 37°C wurde die Bakterienkultur abzentrifugiert (4°C, 2 800 rcf,
30 min) und der Niederschlag bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.
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Von nun an wurde auf Eis oder bei 4°C gearbeitet. Die Bakterien wurden in Aufschlusspuf-
fer (4 mL/g Zellmaterial; 50 mM Natriumphosphat, 500 mM NaCl, 5 mM Imidazol, 5 mM β-
Mercaptoethanol, pH 7.0) resuspendiert und mit Ultraschall (4-mal 2 min, je 1 min Pause, Out-
put: 60%, Outputcontrol: 8) aufgeschlossen. Die Zelltru¨mmer wurden abzentrifugiert (4°C,
39 800 rcf, 1 h). Der ¨Uberstand wurde auf eine mit Aufschlusspuffer equilibrierte Ni-NTA-
Sa¨ule (2 mL aufgeschla¨mmtes Sa¨ulenmaterial / L Kultur) gegeben und der Durchlauf erneut
auf die Sa¨ule aufgetragen. Die Sa¨ule wurde im ersten Waschschritt (W1) mit Aufschlusspuf-
fer (15 SV) und im zweiten Waschschritt (W2) mit Aufschlusspuffer mit Imidazol (20 mM;
5 SV) gewaschen. Das Protein wurde zuerst mit Aufschlusspuffer mit Imidazol (60 mM; 5 SV,
Elution E1), dann mit Aufschlusspuffer mit Imidazol (150 mM; 5 SV, Elution E2) eluiert. Die
erhaltene Fraktion E2 (10 mL) enthielt das Protein und wurde u¨ber Nacht gegen Dialysepuf-
fer (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8.0) dialysiert, durch Ultrazentrifugation (Centriprep
Amicon-10) aufkonzentriert, aliquotiert (a` 20 µL), in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80°C gelagert. TAF-10 konnte nicht als sauberes Protein isoliert werden. Fu¨r den Verlauf
und die Sauberkeit der Enzympra¨paration siehe SDS-PAGE-Gele in Abbildung A.11 (S. 143).
6.6.6 PrmC[86], RF1[179] und RF2[179]
Die bakteriellen Proteine PrmC (ca. 32 kDa), RF1 (ca. 41 kDa) und RF2 (ca. 42 kDa) wur-
den auf analoge Weise hergestellt. Fu¨r die Expression von PrmC, RF1 und RF2 wurde
der elektrokompetente Expressionsstamm BL21-Gold(DE3) (Stratagene) mit den Plasmiden
pTrc-prmCH6, pTrc-RF1H6 bzw. pET11a-RF2AlaH6 transformiert und positive Transforman-
den auf LB-Amp+Tet-Platten selektiert. Aus erfolgreich transformierten Kolonien wurden
¨Ubernachtkulturen (50 mL, LB-Amp+Tet) bei 37°C inkubiert. Am na¨chsten Tag wurde die
¨Ubernachtkultur (je 20 mL) in LB-Amp+Tet (2-mal 1 L) gegeben und bei 37°C so lange inku-
biert, bis eine OD600 = 0.5 – 0.6 erreicht war. Die Kulturen wurden dann mit IPTG (1 mM) indu-
ziert und weitere 3 h bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden abzentrifugiert (4°C, 2 800 rcf,
30 min) und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.
Von nun an erfolgten alle Schritte auf Eis oder bei 4°C. Die Zusammensetzungen der Puffer fu¨r
die verschiedenen Proteine sind in Tabelle 6.4 aufgefu¨hrt. Die Bakterien wurden in Aufschluss-
puffer (4 mL/g Zellmaterial) mit PMSF (0.5 mM) resuspendiert, im Ultraschall aufgeschlossen
(6-mal je 2 min, je 1 min Pause, Output: 60%, Outputcontrol: 6) und danach abzentrifugiert
(4°C, 39 800 rcf, 1 h). Die Zelltru¨mmer wurden verworfen und der ¨Uberstand auf eine mit Auf-
schlusspuffer equilibrierte Ni-NTA-Sa¨ule (1 mL aufgeschla¨mmtes Sa¨ulenmaterial / L Kultur)
aufgetragen. Das Lysat wurde ein weiteres Mal u¨ber die Sa¨ule gegeben. Es wurde mit 20 SV
Aufschlusspuffer gewaschen und mit 10 SV Elutionspuffer eluiert. Das Eluat wurde in Fraktio-
nen a` 1 mL aufgefangen und auf dem SDS-PAGE-Gel auf Reinheit u¨berpru¨ft (siehe Abbildun-
gen A.12, A.13 und A.14, S. 143f). Gewu¨nschte Fraktionen wurden u¨ber Nacht gegen Dialyse-
129
Kapitel 6: Experimenteller Teil
puffer dialysiert, durch Ultrazentrifugation (Amicon Centriprep-10) aufkonzentriert, aliquotiert
(a` 10 – 20 µL), in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
Tabelle 6.4: Verwendete Puffer bei der Aufreinigung der Proteine PrmC, RF1 und RF2.
Protein Aufschlusspuffer Elutionspuffer Dialysepuffer
PrmC 20 mM Tris-HCl, 5 mM
Imidazol, pH 8.0
20 mM Tris-HCl, 150 mM
Imidazol, pH 8.0
20 mM Tris-HCl, pH 8.0
RF1 20 mM Tris-HCl, 5 mM
Imidazol, pH 7.4
20 mM Tris-HCl, 150 mM
Imidazol, pH 7.4
20 mM Tris-HCl, pH 7.4
RF2 20 mM Tris-HCl, 2.5 mM
Imidazol, pH 7.4
20 mM Tris-HCl, 150 mM
Imidazol, pH 7.4
20 mM Tris-HCl, pH 7.4
6.7 Biochemische Methoden
6.7.1 Analyse der enzymatischen Peptidmodifikation
Die Aktivita¨t der Protein-MTase Dim-5 mit Cofaktoranaloga wurde durch rp-HPLC des mit
Fluorescein markierten Peptids 29 mit der Sequenz Fluorescein-ARTKQTARKSTGGKA be-
stimmt. [108] Dafu¨r wurde ein Reaktionsansatz aus Peptid 29 (50 µM), Protease-Inhibitor-
Cocktail (2.5x), zu testendem Cofaktoranalogon (600 µM (R/S)-Gemisch) und Dim-5 (50 µM) in
Puffer (50 mM Glycin, 2 mm DTT, pH 9.8) bei 20°C inkubiert. Es wurden die Cofaktoranaloga
AdoEnIn (12), SeAdoPropin (16), SeAdoButin (31), SeAdoEthylazid (32) und SeAdoPropyl-
azid (33) verwendet. Proben (je 2 µL =ˆ 100 pmol) wurden nach 0, 10, 30, 60 und 180 min ent-
nommen und die Reaktion mit HPLC-Puffer A (100 µL) gestoppt. 25 µL (25 pmol) der Proben
wurden durch rp-HPLC mit Autosampler (Methode 1) analysiert. Der Umsatz der Modifikati-
onsreaktion wurde aus dem Verha¨ltnis der Signalfla¨chen von modifiziertem und unmodifizier-
tem Peptid berechnet. Zur Identifizierung von modifizierten Peptiden wurden Coinjektionen mit
unmodifiziertem Peptid durchgefu¨hrt. Fu¨r Inhibitionsstudien wurde vor der Zugabe des unter-
suchten Cofaktors AdoMet (1) hinzugegeben. Die verwendeten Cofaktorkonzentrationen fu¨r die
Inhibitionsstudien sind in Tabelle 6.5 zusammengefasst.
6.7.2 Analyse der CuAAC durch rp-HPLC
Die Analyse der CuAAC an der rp-HPLC wurde im Laufe dieser Arbeit entwickelt und opti-
miert. Untersuchte Parameter sind in Tabelle 6.6 festgehalten.
Generell wurden TAMRA-Azid 34 (0.1 mM), Alkinkomponente (0.2 mM), meist THPTA 25
(1 mM) als Ligand und Natriumascorbat (5 mM) in Puffer (100 mM HEPES, pH 7.5) vor-
gelegt. Ein 0 min-Wert (2 µL, 200 pmol) wurde vor Zugabe von CuSO4 (meist 1 mM) abge-
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Tabelle 6.5: Inhibitionsstudien der Modifikationsreaktion zur ¨Uberpru¨fung der enzymatischen
¨Ubertragung.
Cofaktoranalogon c(Cofaktor-
analogon)
c(AdoMet (1)) Peptid 29 : AdoMet (1)-
Verha¨ltnis
AdoEnIn (12) 100 µM 0 µM, 50 µM, 100 µM 1:0, 1:1, 1:2
600 µM 0 µM, 150 µM, 300 µM 1:0, 1:3, 1:6
SeAdoPropylazid (33) 600 µM 300 µM 1:6
nommen. Nach verschiedenen Zeiten bei 0 – 37°C, meist aber RT, wurden Proben (je 2 µL,
200 pmol) abgenommen. Die Reaktion wurde mit Iod-Kaliumiodid-Lo¨sung (1.2 µL; 20 mM:
2,4x ¨Uberschuss in Bezug auf Natriumascorbat) in rp-HPLC-Pufferzusammensetzung (100 µL)
zu Startbedingungen (60% Puffer A, 40% Puffer B) gestoppt. Die Proben (mindestens 50 pmol)
wurden dann durch rp-HPLC mit dem Fluoreszenzdetektor (Methode 3) analysiert. Das Produkt
der Reaktion von 2-Penten-4-in-1-ol (36) und TAMRA-Azid 34, Substanz 38b, wurde isoliert
und durch ESI-MS analysiert (siehe Abb. A.6, S. 140).
Tabelle 6.6: Variablen bei der Analyse der CuAAC.
Parameter Bedingungen
1 Natriumascorbat weitere Zugabe nach einiger Reaktionszeit
2 Alkinkomponente Propargylamin (37), Propargylalkohol (35), 2-Penten-4-
in-1-ol (36)
3 Ligand kein Ligand, Prolin (41), THPTA (25), TBTA (26), Batho-
cuproin (42), Bathophenanthrolin (28)
4 Verha¨ltnis Cu:THPTA 1:0, 1:0.5, 1:1, 1:5
5 Thiole β-Mercaptoethanol, DTT
6 Lysatmenge (von SC08,
siehe Abschnitt 6.5.13)
0, 1, 2, 5, 10 µg/µL
Die CuAAC wurde auch mit TAMRA-Alkin 50 untersucht. Dafu¨r wurde eine Reaktionsmi-
schung aus TAMRA-Alkin 50 (0.3 mM), 3-Azidopropanol (51, 0.15 mM), CuSO4 (0.6 mM),
THPTA (25, 0.6 mM) und Natriumascorbat (5 mM) in Puffer (100 mM HEPES, pH 7.5) bei
37°C inkubiert. Es wurden nach 0, 5, 10 und 25 min Proben (500 pmol) entnommen und die
Reaktion durch rp-HPLC mit UV-Detektor (Methode 3) analysiert.
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6.7.3 Zweistufiges Markierungsverfahren von Proteinen
Das zweistufige Markierungsverfahren wurde in einem Gefa¨ß durchgefu¨hrt. Nach der abge-
laufenen Reaktionszeit der Modifikationsreaktion wurde ein Gemisch der CuAAC-Reagenzien
direkt hinzugegeben.
Modifikation Die Durchfu¨hrung der Modifikationsreaktion ha¨ngt in Bezug auf Pufferzusam-
mensetzung, Temperatur und Reaktionszeit von der eingesetzten MTase ab. Hier ist eine allge-
meine Versuchsdurchfu¨hrung beschrieben. Besonderheiten der einzelnen MTasen sind in Tabel-
le 6.7 zusammengefasst. MTase (5 – 10 µM) und Substrat (5 – 10 µM) wurden im Verha¨ltnis 1:1
in Puffer vorgelegt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe vom Cofaktoranalogon (80 – 600 µM,
(R/S )-Epimerengemisch) gestartet. Da die Cofaktoranaloga sauer gelagert wurden, wurde der
pH-Wert u¨berpru¨ft und gegebenenfalls mit NaOH-Lo¨sung neu eingestellt. Auf Thiole im Puffer
musste aufgrund ihrer inhibierenden Wirkung in der CuAAC verzichtet werden. Das Reaktions-
volumen betrug, wenn nicht anders angegeben, 10 µL.
Tabelle 6.7: Verwendete MTasen und deren Reaktionsbedingungen. Hier angegeben sind die
optimierten Bedingungen. Abweichungen sind bei den jeweiligen Ergebnissen in Abschnitt 3.4
angegeben.
MTase Puffer Temperatur Zeit Substrat Cofaktor
Dim-5 50 mM Glycin,
5% Glycerin,
pH 9.8
20°C 1 h Histon H3 600 µM AdoEnIn ( 12),
600 µM AdoPropin (11),
600 µM SeAdoPropin (16),
600 µM SeAdoPropylazid (33)
Clr4 100 mM
HEPES,
5% Glycerin,
pH 7.5
20°C 1 h Histon H3 100 µM AdoEnIn ( 12),
600 µM AdoPropin (11),
100 µM SeAdoPropin (16),
600 µM SeAdoPropylazid (33)
Set7/9 50 mM Tris-HCl,
5% Glycerin,
pH 8.5
30 – 37°C 2 h Histon H3,
TAF-10
600 µM AdoEnIn (12),
600 µM SeAdoPropin (16)
G9a* 50 mM Tris-HCl,
5 mM MgCl2,
5% Glycerin,
pH 9.0
20°C 3 h Histon H3 600 µM AdoEnIn ( 12),
600 µM SeAdoPropin (16)
PRMT1 50 mM Tris-HCl,
5% Glycerin,
pH 8.5
30°C 3 h Histon H4,
hnRNPK
600 µM AdoEnIn (12),
600 µM SeAdoPropin (16)
PRMC 10 mM HEPES,
5% Glycerin,
pH 7.5
30°C 3 h RF1, RF2 600 µM AdoEnIn ( 12),
100 µM SeAdoPropin (16)
*: Nicht optimierte Bedingungen
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CuAAC am Protein Fu¨r die CuAAC wurden die Komponenten in 5-facher Konzentrati-
on zusammenpipettiert und anschließend dieser
”
CuAAC-Mix“ (2.5 µL) zum Modifikationsan-
satz (10 µL) gegeben. Der CuAAC-Mix bestand aus der Markierungssubstanz (Biotinazid 53,
TAMRA-Azid 34, Biotinalkin 54 oder TAMRA-Alkin 50, jeweils im 2x- ¨Uberschuss in Be-
zug auf die Konzentration der Cofaktoranaloga), CuSO4 (0.6 mM), THPTA (25, 0.6 mM) und
Natriumascorbat (50 mM), wobei sich diese Konzentrationen auf die Endkonzentration in den
Reaktionsansa¨tzen (12.5 µL) beziehen. Die Reaktionen wurden gut gemischt und bei RT 1 h
inkubiert. Sofort nach der Reaktion wurden die Proben weiterverarbeitet. Biotinylierte Proben
wurden direkt durch SDS-PAGE aufgetrennt. Proben, die Fluorophore enthielten, wurden vor
der Auftrennung mit Chloroform/Methanol gefa¨llt, um u¨berschu¨ssigen Fluorophor zu entfernen
(siehe Abschnitt 6.5.11). Alternativ wurde der CuAAC-Mix zusammen mit SDS-Probenpuffer
zu der Modifikationsreaktion gegeben. Dann musste die Reaktion jedoch auf 100°C erhitzt wer-
den.
Fu¨r die Analyse der CuAAC an Histon H3 wurde die Modifikation in doppelter Konzentration
angesetzt (je 13 µM Clr4 und Histon H3 und 100 µM SeAdoPropin (16) in Modifikationspuffer)
und 1 h bei RT inkubiert. Die Modifikation (5 µL) wurde mit dem CuAAC-Mix (siehe oben)
und den entsprechenden SC08-Lysatmengen (zusammen 7.5 µL) verdu¨nnt (Gesamtvolumen:
12.5 µL), 1 h bei RT inkubiert und mit Western Blot analysiert.
6.7.4 Analyse der Sequenzspezifita¨t der Markierung
Die Sequenzspezifita¨t der Markierung wurde durch zwei verschiedene Methoden untersucht.
Analyse durch vorherige Methylierung Fu¨r die Analyse der Sequenzspezifita¨t der en-
zymatischen Umsetzungen mit den Cofaktoranaloga wurden zwei Modifikationen nacheinander
durchgefu¨hrt. Fu¨r die erste Modifikation (Methylierung) wurde Histon H3 (6.5 µM) mit Ado-
Met (1, 1 mM) und MTase Dim-5 bzw. Clr4 (6.5 µM) in den jeweiligen Puffern (siehe Tabelle
6.7) bei 20°C fu¨r 1 h inkubiert. Dann wurde u¨ber Nacht mit PCA (4%) gefa¨llt, der Niederschlag
gewaschen und resolubilisiert (siehe Abschnitt 6.5.11). Das so erhaltene Histon H3 wurde einer
zweiten Modifikationsreaktion mit den Cofaktoranaloga AdoEnIn (12) bzw. SeAdoPropin (16)
(je 600 µM) unterzogen. Dazu wurde die jeweilige MTase erneut hinzugegeben. Anschließend
erfolgte die CuAAC mit Biotinazid 53 wie in Abschnitt 6.7.3 beschrieben. Die Proben wurden
mittels Western Blot untersucht.
Analyse mit Histon H3-Varianten Die Sequenzspezifita¨t von Protein-MTasen mit SeAdo-
Propin (16) wurde durch die Modifikation von Histon H3-Varianten ermittelt, bei denen die
Ziel-Aminosa¨ure durch Alanin ausgetauscht war. Dafu¨r wurde die MTase (6.5 µM bei Dim-5
und Clr4, 10 µM bei Set7/9) mit dem Wildtyp oder der jeweiligen Variante (MTase : Histon
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H3-Verha¨ltnis: 1:1) in den entsprechenden Puffern (siehe Tabelle 6.7) vorgelegt. Der Nullwert
wurde ohne Zugabe von SeAdoPropin (16) aufgenommen. Nach Zugabe von SeAdoPropin (16,
600 µM bei Dim-5 und Set7/9, 100 µM bei Clr4) wurden die Ansa¨tze in 4 Portionen a` 10 µL
aufgeteilt und fu¨r 5, 10, 30 und 60 min (Dim-5 und Clr4) bzw. 15, 30, 60 und 120 min (Set7/9)
bei 20°C (Dim-5 und Clr4) bzw. 30°C (Set7/9) inkubiert. Kontrollen wurden jeweils 60 bzw.
120 min inkubiert. Die Modifikationsreaktion wurde durch Zugabe des CuAAC-Mixes (siehe
Abschnitt 6.7.3) gestoppt. Die CuAAC wiederum wurde nach 1 h bei RT durch Zugabe von
SDS-Probenpuffer unterbrochen und die Proben in flu¨ssigem Stickstoff eingefroren. Alle Pro-
ben wurden zusammen fu¨r das Auftragen aufs SDS-Gel erhitzt. Die Analyse erfolgte durch
Western Blot.
6.7.5 MTase-Substratanalyse im 2D-Gel
TAMRA-Markierung von Proteinen im Lysat Fu¨r die Analyse von Substraten der PrmC
im 2D-SDS-PAGE wurden diese mit TAMRA-Azid 34 markiert. In der Modifikation wurden
PrmC (10 µM), SeAdoPropin (16, 100 µM) und SC08-Lysat (20 µg/µL) in PrmC-Puffer (10 µL,
10 mM HEPES, pH 7.5) 3 h bei 30°C inkubiert. Die Kontrolle wurde ohne PrmC angesetzt.
Nach der Modifikation folgte die CuAAC durch Zugabe eines CuAAC-Mixes, mit dem der
Reaktionsansatz (dann 40 µL) auf 5 µg/µL Proteinkonzentration verdu¨nnt wurde. Die Endkon-
zentrationen fu¨r die CuAAC waren: 5 mM CuSO4, 5 mM THPTA (25), 50 mM Natriumascor-
bat, 0.1 mM TAMRA-Azid 34 in PrmC-Puffer. Die CuAAC wurde fu¨r 1 h bei RT im Dunkeln
inkubiert. Anschließend wurde mit Methanol/Chloroform (siehe Abschnitt 6.5.11) gefa¨llt.
2D-SDS-PAGE von Lysat mit TAMRA-markierten Proteinen und ihre Analyse Die
Auftrennung in zwei Dimensionen und die massenspektrometrische Identifizierung wurde von
Sonja Gostek, AK Corinna Henkel, UK Aachen, u¨bernommen. Dafu¨r wurden die gefa¨llten Pro-
teinproben in 2D-Aufschlusspuffer (30 mM Tris-HCl, 2 M Thiourea, 8 M Urea, 4% CHAPS,
pH 8.0) resolubilisiert und u¨ber Nacht isoelektrisch fokussiert (erste Dimension). Der pH-
Streifen wurde dann auf ein NuPage-Gel gelegt und in der zweiten Dimension nach Gro¨ße ge-
trennt. Mit TAMRA modifizierte Proteine wurden mit dem Fluoreszenz-Scanner (λEx = 532 nm,
λEm = 580± 30 nm) visualisiert. Substanzflecken, die nur im Gel mit PrmC (im Vergleich zum
Gel ohne PrmC) auftraten, wurden ausgeschnitten und nach Trypsin-Fragmentierung massen-
spektrometrisch analysiert und identifiziert.
6.7.6 MTase-Substratanalyse mit Isolierung durch Magnetpartikel
Biotin-Markierung von Proteinen im Lysat Wa¨hrend dieser Arbeit wurde die Biotin-
Markierung von Proteinen im Lysat optimiert. Im Allgemeinen wurden fu¨r die Modifikation
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PrmC (10 µM), SeAdoPropin (16, 100 µM) und SC08-Lysat (bis 20 µg/µL) in PrmC-Puffer (10 –
60 µL; 10 mM HEPES, pH 7.5) 3 h bei 30°C inkubiert. Kontrollen wurden ohne PrmC, ohne
SeAdoPropin (16) oder mit Zugabe von RF1 (bis zu 5 µM) angesetzt. Nach der Modifikation
folgte die CuAAC durch Zugabe eines CuAAC-Mixes, mit dem der Ansatz verdu¨nnt wurde
(bis 5 µg/µL Proteinkonzentration). Die Endkonzentrationen fu¨r die CuAAC betrugen: 5 mM
CuSO4, 5 mM THPTA (25), 50 mM Natriumascorbat, 0.1 mM Biotinazid 53 in PrmC-Puffer.
Die CuAAC wurde fu¨r 1 h bei RT durchgefu¨hrt. Abweichungen von der Versuchsvorschrift in
einzelnen Experimenten sind in Tabelle 6.8 zusammengefasst.
Tabelle 6.8: Reaktionsbedingungen bei der Isolierung von Proteinen aus E. coli-Lysat.
Abb. Lysat c(Lysat)
wa¨hrend
Modifikation
Reaktions-
volumen
c(SeAdoPropin) c(RF1) c(Lysat)
wa¨hrend
CuAAC
3.46 SC08 10 µg/µL 60 µL 80 µM 1.25 µM,
2.5 µM,
5 µM
8.6 µg/µL
3.47 SC08 ange-
reichert mit
Ni-bindenen
Proteinen
10 µg/µL 30 µL 600 µM – 7.8 µg/µL
3.48* SC08 20 µg/µL 10 µL 100 µM 1 µM 5.0 µg/µL
3.49 SC08 20 µg/µL 20 µL 100 µM 2 µM 5.0 µg/µL
*: Keine Aufreinigung mit Magnetpartikeln
Isolierung von Biotin-markierten Proteinen mit Streptavidin-beschichteten
Magnetpartikeln Die mit Biotin markierten Proben wurden mit Zebasa¨ulen von
u¨berschu¨ssigem Biotinazid 53 befreit und umgepuffert. Dafu¨r wurde die Zebasa¨ule 3-mal mit
Waschpuffer (je 300 µL; 50 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% CHAPS, pH 7.5)
versetzt und jeweils 1 min bei 1 500 rcf zentrifugiert. Die Proben wurden auf die Zebasa¨ulen
gegeben und 2 min bei 1 500 rcf zentrifugiert. Damit konnte die Konzentration an Biotinazid 53
aber nur um ca. 90% reduziert werden. Teilweise mussten daher mehrere Zebasa¨ulen nacheinan-
der genutzt werden. Die umgepufferten Proben wurden dann auf mit Waschpuffer gewaschene
Streptavidin-beschichtete Magnetpartikel gegeben. Es wurden 20 µL (=ˆ 200 µg) Magnetpartikel
fu¨r 100 µg Gesamtprotein eingesetzt, bzw. so viel, dass die Bindungskapazita¨t der Magnetpar-
tikel (0.7 nmol Biotin / 200 µg Magnetpartikel) nicht u¨berschritten wurde. Die Proben wurden
40 min bei 4°C geschu¨ttelt und danach 6-mal mit Waschpuffer gewaschen. Dafu¨r wurden die
Magnetpartikel mit einem starken Magneten an der Gefa¨ßwand konzentriert, von ¨Uberstand be-
freit, in Waschpuffer (170 µL) durch auf- und abpipettieren resuspendiert, kurz inkubiert und
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erneut am starken Magneten konzentriert. Dabei wurde 2-mal das Gefa¨ß gewechselt, um an
die Gefa¨ßwand adsorbierte Proteine zu entfernen. Die Proben wurden dann 2-mal mit Was-
ser gewaschen. Fu¨r SDS-PAGE-Analysen wurden die trockenen Magnetpartikel mit 1x-SDS-
Probenpuffer (10 µL, siehe Abschnitt 6.5.6, S. 121) fu¨r 10 min auf 100°C erhitzt. Das SDS-
PAGE-Gel wurde nach der Auftrennung mit Oriole™ gefa¨rbt und zusa¨tzlich im Western Blot
analysiert. Dies ermo¨glichte es, den Unterschied zwischen an den Magnetpartikeln gebundenen
und biotinylierten Proteinen zu erkennen.
Identifizierung von MTase-Substraten Fu¨r die massenspektrometrische Analyse wur-
den die mit Protein beladenen Magnetpartikel zusa¨tzlich 5-mal mit wa¨ssrigem Acetonitril (80%)
und dann erneut mit Wasser gewaschen. Die Magnetpartikel wurden in Wasser (100 µL) bei 4°C
gelagert, bis sie zur Firma Caprotec bioanalytics GmbH (Berlin) geschickt wurden. Dort wur-
den die gebundenen Proteine nach Trypsin-Fragmentierung durch HPLC-ESI-MS von Thomas
Lenz analysiert und identifiziert.
6.7.7 MTase-Substratanalyse auf einem Proteinarray
Proteinarray-Vortests Zum Optimieren der Reaktionsbedingungen wurde ein selbstgefer-
tigter Testarray verwendet. PATH™ Protein Microarray Slides (Gentel Biosciences) wurden
mit den gewu¨nschten Proteinen (Positiv- und Negativkontrollen) beladen. Um verschiedene Be-
dingungen parallel zu testen, wurden die Tra¨ger in drei Teile gebrochen. Testarrays wurden
gefertigt, indem die Protein-Lo¨sungen (0.5 µL; 0.25 µg/µL in 1x printing buffer (Gentel Bios-
ciences)) in Duplikaten auf die Tra¨ger pipettiert wurden und diese zum Trocknen eine Woche
bei RT inkubiert wurden. Die Arrays wurden 90 min bei RT mit 1x-RotiBlock-Lo¨sung (Roth)
geblockt, 5 min mit Modifikationspuffer (50 mM Tris-HCl, 5% Glycerin, pH 8.5) inkubiert und
vorsichtig auf der Ru¨ckseite trockengetupft. Die Modifikation wurde mit einer frisch hergestell-
ten Lo¨sung (Gesamtvolumen fu¨r Array: 120 µL, fu¨r Teilarray: 30 – 40 µL) aus Set7/9 (10 µM),
SeAdoPropin (16, 600 µM) und CHAPS (0.1% (w/v)) in 1x Modifikationspuffer (siehe Ab-
schnitt 6.7.3, S. 132) durchgefu¨hrt. Die Lo¨sung wurde auf den Array pipettiert und mit einem
LifterSlip™-Deckglas (VWR) blasenfrei bedeckt. Die Modifikation wurde fu¨r 2 h bei 37°C in-
kubiert. Nach der Reaktion wurde das Deckglas sehr vorsichtig entfernt und der Array jeweils
fu¨r 5 – 10 min bei RT gewaschen: 1-mal mit Modifikationspuffer, 2-mal mit BSA-Lo¨sung (1%
BSA in PBS-T-Puffer:140 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 2 mM Na2HPO4, 1.45 mM KH2PO4, 0.05%
(v/v) Tween-20, pH 7.5), 2-mal mit SDS-Lo¨sung (0.5% (w/v) SDS), 2-mal mit BSA-Lo¨sung
und 1-mal mit CuAAC-Puffer (100 mM HEPES, pH 7.5).
Nun wurde die CuAAC-Lo¨sung (120 µL pro Array, bzw. 30 – 40 µL pro Teilarray, 0.1 mM
TAMRA-Azid 34, BODIPY-Azid 56 oder Alexa 647-Azid, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM THPTA
(25) und 50 mM Natriumascorbat in CuAAC-Puffer) auf den Array gegeben und mit einem
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Deckglas blasenfrei bedeckt. Die CuAAC wurde fu¨r 1 h bei RT im Dunkeln durchgefu¨hrt. Da-
nach wurde der Array 2-mal mit BSA-Lo¨sung, 2-mal mit SDS-Lo¨sung und 4-mal mit BSA-
Lo¨sung je fu¨r 10 – 15 min bei RT im Dunkeln gewaschen. Der Array wurde schließlich mit
Wasser gewaschen und im Zentrifugenro¨hrchen durch Zentrifugation (RT, 200 rcf, 2 min) ge-
trocknet. Der Array wurde nicht la¨nger als 24 h im Dunkeln gelagert, bevor er am Fluores-
zenzscanner bei λEx = 532 nm, λEm = 580± 30 nm (fu¨r TAMRA-Azid 34), λEx = 488 nm, λEm
= 526 nm (fu¨r BODIPY-Azid 56) bzw. λEx = 633 nm, λEm = 670± 30 nm (fu¨r Alexa 647-Azid)
analysiert wurde.
ProtoArray® (Invitrogen) Zur Identifizierung neuer Substrate von Protein-MTasen wurde
ein ProtoArray® (Invitrogen), Version 4.1, verwendet. Das Protokoll zur Modifikation und Mar-
kierung entspricht im Wesentlichen dem fu¨r die Testarrays. Es gibt jedoch wichtige Unterschie-
de. Um Staub auszuschließen, wurde unter Reinraumbedingungen gearbeitet und alle Lo¨sungen
vorher filtriert (0.22 µm-Filter).
Es wurden zwei ProtoArrays™ parallel verwendet, einer mit und einer ohne Set7/9. Beide Ar-
rays wurden 20 min von -20°C auf 4°C aufgetaut und dann mit 1x Roti-Block-Lo¨sung (Roth)
fu¨r 90 min bei 4°C geblockt. Die Arrays wurden 1-mal mit Modifikationspuffer gewaschen
und dann die Ru¨ckseite vorsichtig trockengetupft. Die Modifikationsmischung (120 µL; 10 µM
Set7/9, 200 µM SeAdoPropin (16) und 0.1% (w/v) CHAPS in 1x Modifikationspuffer) wurde
auf den Array pipettiert und dieser mit einem Deckglas blasenfrei bedeckt. Die Arrays wurden
fu¨r 90 min bei 37°C inkubiert und anschließend 1-mal mit BSA−-Lo¨sung (BSA-Lo¨sung (siehe
oben) mit BSA-Fraktion ohne Fettsa¨uren), 2-mal mit SDS-Lo¨sung, 1-mal mit BSA−-Lo¨sung
und 1-mal mit CuAAC-Puffer (100 mM HEPES, pH 7.5) gewaschen.
Fu¨r die CuAAC wurde eine Lo¨sung (120 µL; 0.1 mM Alexa 647-Azid, 0.6 mM CuSO4, 0.6 mM
THPTA (25) und 50 mM Natriumascorbat in CuAAC-Puffer) auf den Array gegeben und mit
einem Deckglas fu¨r 1 h bei RT inkubiert. Der Array wurde 1-mal CuAAC-Puffer, 2-mal mit
BSA−-Lo¨sung, 2-mal mit SDS-Lo¨sung und 4-mal mit BSA−-Lo¨sung jeweils 12 – 15 min bei RT
gewaschen. Nach dem Waschen und Trocknen durch Zentrifugieren wurde der Array mit dem
Microarrayscanner GenePix 4100A (Axon) mit sehr hoher Auflo¨sung (10 µm) gescannt und mit
den Programmen GenePixPro 6.0 (Axon), ProtoArray Viewer® und ProtoArray Prospector®
(beide Invitrogen) ausgewertet.
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A.1 Massenspektren der neu synthetisierten
Verbindungen
5-TAMRA-Azid 34a
 C33H38N6O7
Mol.-Gew.: 630.69 g/mol
Exakte Masse: 630.28 u
ON
H
ON N
O
O
N3
O O O
34a
Abbildung A.1: Massenspektrum von 5-TAMRA-Azid 34a.
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A.1. Massenspektren der neu synthetisierten Verbindungen
6-TAMRA-Azid 34b
 C33H38N6O7
Mol.-Gew.: 630.69 g/mol
Exakte Masse: 630.28 u
ON N
O
O
O
H
NN3 O O O
34b
Abbildung A.2: Massenspektrum von 6-TAMRA-Azid 34b.
BODIPY-FL-Azid 56
NBN
FF
ONH
N3
O O O
 C22H31BF2N6O4
Mol.-Gew.:492,33 g/mol
Exakte Masse: 492,25 u
56
Abbildung A.3: Massenspektrum von BODIPY-FL-Azid 56.
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TAMRA-Alkin 50 – Signal 1
ON N
O
O
O
N
H 5
6O O O
 C34H37N3O7
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Abbildung A.4: Massenspektrum von TAMRA-Alkin 50, Signal 1.
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Abbildung A.5: Massenspektrum von TAMRA-Alkin 50, Signal 2.
TAMRA-Tetrazol 38b
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Abbildung A.6: Massenspektrum vom CuAAC-Produkt 38b.
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Abbildung A.7: Proteinaufreinigung von Dim-5. A: Verlauf der Aufreinigung mit GST-
Sepharose-Sa¨ule. M: Protein Molecular Weight Marker, -I: vor Induktion, +I: nach Induktion,
N: Niederschlag nach Zentrifugation, L: Lysat, D: Durchlauf, W1 und W2: erster, bzw. zweiter
Waschschritt., E: Elution. B: Fraktionen der zweiten Aufreinigung durch Gelfiltration. M: Protein
Molecular Weight Marker, 30 – 43: Fraktionsnummer. Fraktionen 30 bis 40 wurden vereint und
weiterverarbeitet. Die Aufreinigung wurde freundlicherweise von Kerstin Glensk durchgefu¨hrt.
Histon H3-WT und Varianten H3-K4A und H3-K9A
A
M -I +I L W1 W2 W3 W4 G ¨U GN Dia1Dia2
H3
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Abbildung A.8: Proteinaufreinigung von Histon H3-Varianten aus Einschlussko¨rperchen. A:
Aufreinigung von Histon H3-WT; B: Aufreinigung von Histon H3-K4A und -K9A. M: Unstained
Protein Ladder, -I: vor Induktion, +I: nach Induktion, L: Lysat nach Zentrifugation, W1 bis W4:
erster bis vierter Waschschritt, G ¨U: ¨Uberstand nach Lo¨sen mit Guanidinium-Hydrochlorid, GN:
Niederschlag nach Lo¨sen mit Guanidinium-Hydrochlorid, Dia1: erste Dialyse, gegen Harnstoff,
Dia2: zweite Dialyse, ohne Harnstoff.
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Abbildung A.9: Proteinaufreinigung von Clr4. A: Verlauf der Aufreinigung mit Ni-NTA-Sa¨ule.
M: Protein Molecular Weight Marker, -I: vor Induktion, +I: nach Induktion, N: Niederschlag nach
Zentrifugation, L: Lysat, D: Durchlauf, W: Waschschritt., E: Elution. B: Fraktionen der zweiten
Aufreinigung durch Gelfiltration. M: Protein Molecular Weight Marker, 89 - 21: Fraktionsnummer.
Fraktionen 7 bis 13 wurden vereint und weiterverarbeitet. Die Aufreinigung wurde freundlicher-
weise von Kerstin Glensk durchgefu¨hrt.
Set7/9
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Abbildung A.10: Proteinaufreinigung von Set7/9 mit Ni-NTA-Sa¨ule. A: Verlauf der Aufreini-
gung. M1: Unstained Protein Ladder, -I: vor Induktion, +I: nach Induktion, L: Lysat nach Zen-
trifugation, D1 und D2: erster und zweiter Durchlauf, W1 und W2: erster und zweiter Wasch-
schritt mit 0 bzw. 10 mM Imidazol, E1 und E2: erster und zweiter Elutionsschritt mit 75 mM
bzw. 150 mM Imidazol. Aufgrund der Wasch- und Elutionsergebnisse wurde das Protokoll ver-
einfacht, sodass in folgenden Aufreinigungen nur ohne Imidazol gewaschen wurde (W1) und
nur mit 150 mM Imidazol eluiert wurde (E2). B: ¨Uberpru¨fung der Reinheit von Set7/9. M2: Pre-
stained Protein Ladder, 1: 1 µL, 2: 2 µL, 5: 5 µL, 10: 10 µL der aufkonzentrierten Proteinlo¨sung.
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Abbildung A.11: Proteinaufreinigung von TAF10 mit Ni-NTA-Sa¨ule. A: Verlauf der Aufreini-
gung. M: Unstained Protein Ladder, -I: vor Induktion, +I: nach Induktion, L: Lysat nach Zentrifu-
gation, N: Niederschlag nach Zentrifugation, D1 und D2: erster und zweiter Durchlauf, W1 und
W2: erster und zweiter Waschschritt, E1 und E2: erster und zweiter Elutionsschritt. B: Konzen-
trationsbestimmung und ¨Uberpru¨fung der Reinheit von TAF10. M: Unstained Protein Ladder,
0.5: 0.5 µL, 1: 1 µL, 2: 2 µL, 5: 5 µL, 10: 10 µL der aufkonzentrierten Proteinlo¨sung. Die Aufreini-
gung lieferte kein sauberes Produkt. Dennoch ließ sich die obere Bande biotinylieren.
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Abbildung A.12: Proteinaufreinigung von PrmC mit Ni-NTA-Sa¨ule. M: Unstained Protein Lad-
der, N: Niederschlag nach Zentrifugation, L: Lysat, D: Durchlauf, W: Waschschritt, 1 bis 16:
Fraktionsnummer. Fraktionen 1 bis 11 wurden vereint und weiterverarbeitet. Die Aufreinigung
wurde freundlicherweise von Kerstin Glensk durchgefu¨hrt.
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Abbildung A.13: Proteinaufreinigung von RF1 mit Ni-NTA-Sa¨ule. M: Unstained Protein Lad-
der, N: Niederschlag nach Zentrifugation, L: Lysat, D: Durchlauf, W: Waschschritt, 1 bis 6:
Fraktionsnummer. Alle Fraktionen wurden vereint und weiterverarbeitet. Die Aufreinigung wur-
de freundlicherweise von Kerstin Glensk durchgefu¨hrt.
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Abbildung A.14: Proteinaufreinigung von RF2 mit Ni-NTA-Sa¨ule. A: Verlauf der Aufreinigung.
M: Unstained Protein Ladder, -I: vor Induktion, +I: nach Induktion, N: Niederschlag nach Zen-
trifugation, D1 und D2: erster und zweiter Durchlauf, W: Waschschritt, E1 bis E10: Eluat, 1, 5
oder 10 µL aufgetragen. B: ¨Uberpru¨fung der Reinheit von RF2. M: Unstained Protein Ladder,
0.5: 0.5 µL, 1: 1 µL, 2.5: 2.5 µL, 5: 5 µL der aufkonzentrierten Proteinlo¨sung.
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Tabelle A.1: Substratkandidaten von Set7/9. Kandidaten sind in drei Gruppen gema¨ß ihres
Z-Faktors im Vergleich zu den Negativkontrollen des jeweiligen Blockes sortiert. Innerhalb der
Gruppen erfolgt die Sortierung anhand der Blo¨cke, dabei steht B fu¨r Block, R fu¨r Reihe und C fu¨r
Spalte (column). Es werden solche Proteine aufgefu¨hrt, die auf dem Array mit Set7/9 als positiv
und ohne Set7/9 als negativ gewertet wurden. Proteine sind mit der NCBI-Accession-Nummer
von RefSeq [192] und mit der Swissprot ID von UniProt [193] angegeben. Mit einem Stern markiert
sind Proteine, die auch von Levy et al., 2011 [157] identifiziert wurden.
Spot ID Name Abku¨rzung NCBI Accession Swissprot ID
Z-Faktor ≥ 0.8
B01R17C19(20) glycogenin 2 (GYG2) GYG2 BC023152.1 O15488
B03R09C19(20) ring finger protein 7 (RNF7), transcript variant 1 RNF7 NM$ 014245.1 Q9UBF6 ?
B03R14C21(22) RAP1B, member of RAS oncogene family (RAP1B), transcript variant 1 RAP1B NM 015646.1 P61224
B09R17C21(22) Coenzyme A synthase (COASY) COASY BC020985.1 Q13057
B19R17C17(18) Kv channel interacting protein 2 (KCNIP2), transcript variant 3 KCNIP2 NM 173192.1 Q3YAC8
B25R13C01(2) eukaryotic translation initiation factor 5A2 (EIF5A2) EIF5A2 NM 020390.3 Q9GZV4
B33R07C21(22) ubiquitin-conjugating enzyme E2M (UBC12 homolog, yeast) (UBE2M) UBE2M BC058924.1 P61081
B42R18C07(8) peptidylprolyl isomerase D (cyclophilin D) (PPID) PPID NM 005038.1 Q08752
0.6 ≤ Z-Faktor ≤ 0.8
B01R04C03(4) COX4 neighbor (COX4NB) COX4NB NM 006067.3 O43402
B01R13C03(4) coiled-coil domain containing 72 (CCDC72) CCDC72 NM 015933.1 Q9Y2S6
B01R14C15(16) polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide K, 7.0kDa (POLR2K) POLR2K NM 005034.2 P53803
B01R18C07(8) DIRAS family, GTP-binding RAS-like 1 (DIRAS1) DIRAS1 NM 145173.1 O95057
B01R19C07(8) protein kinase C, gamma (PRKCG) PRKCG NM 002739.1 P05129
B02R13C05(6) SH3-domain binding protein 5 (BTK-associated) (SH3BP5), transcript variant
1
SH3BP5 NM 004844.1 O60239
B03R18C03(4) poliovirus receptor-related 3 (PVRL3) PVRL3 BC017572.1 Q9NQS3
B04R14C15(16) leucine zipper and CTNNBIP1 domain containing (LZIC) LZIC NM 032368.3 Q8WZA0
B05R05C19(20) S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 1 (AHCYL1) AHCYL1 NM 006621.3 O43865
B05R06C17(18) tripartite motif-containing 40 (TRIM40) TRIM40 BC060785.1 Q6P9F5
B05R10C01(2) pleckstrin homology domain containing, family F (with FYVE domain) member
2 (PLEKHF2)
PLEKHF2 NM 024613.2 Q9H8W4
B05R12C19(20) stress-induced-phosphoprotein 1 (Hsp70/Hsp90-organizing protein) (STIP1) STIP1 NM 006819.1 P31948
B05R13C03(4) chromosome 17 open reading frame 85 (C17orf85) C17orf85 NM 018553.1 Q53F19
B05R19C07(8) protein kinase C, delta (PRKCD), transcript variant 1 PRKCD NM 006254.3 Q05655
B06R10C01(2) Galactokinase1 GALK1 NM 152646.2 P51570
B07R19C17(18) inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase epsilon
(IKBKE)
IKBKE NM 014002.1 Q14164
B09R12C17(18) centromere protein Q (CENPQ) CENPQ NM 018132.1 Q7L2Z9 ?
B09R13C07(8) programmed cell death 10 (PDCD10), transcript variant 1 PDCD10 NM 007217.2 Q9BUL8
B09R16C21(22) chromosome 12 open reading frame 5 (C12orf5) C12orf5 NM 020375.1 Q9NQ88
B09R17C19(20) cDNA clone IMAGE:3451214 (MCM10) MCM10 BC009108.1 Q7L590
B09R18C01(2) SIVA1, apoptosis-inducing factor (SIVA1), transcript variant 2 SIVA1 NM 021709.1 O15304
B12R02C21(22) alveolar soft part sarcoma chromosome region, candidate 1 (ASPSCR1) ASPSCR1 BC018722.1 Q9BZE9
B12R14C15(16) tropomodulin 2 (neuronal) (TMOD2) TMOD2 NM 014548.2 Q9NZR1
B13R05C21(22) proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 4 (PSMD4),
transcript variant 2
PSMD4 NM 153822.1 P55036
B13R19C19(20) Thyroid hormone receptor beta (THRB) THRB NM 000461.3 P10828
B14R03C13(14) T-cmplex protein 1 subunit theta (CCT8) CCT8 BC005220.1 P50990
B14R03C15(16) ubiquitin-like 5 (UBL5), transcript variant 1 UBL5 NM 024292.2 Q9BZL1
B14R06C01(2) septin 1 (SEPT1) SEPT1 NM 052838.2 Q8WYJ6
B14R14C01(2) p21(CDKN1A)-activated kinase 4 (PAK4), transcript variant 1 PAK4 NM 005884.2 O96013
B14R19C11(12) myosin light chain kinase 2, skeletal muscle (MYLK2) MYLK2 NM 033118.2 Q9H1R3
B16R13C05(6) chromatin modifying protein 6 (CHMP6) CHMP6 NM 024591.1 Q96FZ7 ?
B17R05C21(22) 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 (PFKFB1) PFKFB1 NM 002625.1 Q4VBA9
B17R13C05(6) twinfilin, actin-binding protein (TWF1) TWF1 NM 002822.1 Q12792
B17R18C01(2) chromosome 10 open reading frame 91 (C10orf91) C10orf91 NM 173541.1 Q5T1B1
B19R13C07(8) ELL associated factor 1 (EAF1) EAF1 NM 033083.1 Q96JC9
B19R14C07(8) ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 4B (ANKS4B) ANKS4B NM 145865.1 Q8N8V4
B19R14C15(16) Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (FKBP3) FKBP3 NM 002013.2 Q00688
B19R17C21(22) RanBP-type and C3HC4-type zinc finger containing 1 (RBCK1) RBCK1 BC015219.1 Q9BYM8
B19R18C01(2) ELMO/CED-12 domain containing 2 (ELMOD2) ELMOD2 NM 153702.1 Q8IZ81
B19R19C05(6) platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide (PDGFRA); mutant
protein:PDGFRA T674I
PDGFRA NM 006206.3 P16234
B19R19C17(18) Rhetinoic acid receptor RXR-beta (RXRB) RXRB NM 021976.3 P28702
B21R12C21(22) family with sequence similarity 136, member A (FAM136A) FLJ14668 BC014975.1 Q96C01 ?
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B21R15C07(8) ADP-ribosylation factor-like 4C (ARL4C) ARL4C NM 005737.3 P56559
B21R19C17(18) Glucocorticoid receptor (NR3C1) NR3C1 NM 000176.1 P04150
B22R13C07(8) gametocyte-specific factor 1 (GTSF1) GTSF1 NM 144594.1 Q8WW33 ?
B23R08C19(20) carabin (TBC1D10C) TBC1D10C NM 198517.2 Q8IV04
B23R14C07(8) activating transcription factor 2 (ATF2) ATF2 BC026175.1 P15336
B23R14C19(20) (aus Datenbank entfernt) LOC401270 XM 376522.1 NA
B23R15C09(10) calcium/calmodulin-dependent protein kinase II inhibitor 1 (CAMK2N1) CAMK2N1 NM 018584.4 Q7Z7J9
B23R19C07(8) serine/threonine-protein kinase DCLK2 DCAMKL2 NM 152619.1 Q8N568
B23R19C13(14) Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1 (ROCK1) ROCK1 NM 005406.1 Q13464
B23R19C17(18) MAP/microtubule affinity-regulating kinase 3 (MARK3) MARK3 NM 002376.2 Q86TT8
B23R19C19(20) retinoid X receptor, alpha (RXRA) RXRA NM 002957.3 P19793
B25R04C11(12) tumor protein, translationally-controlled 1 (TPT1) TPT1 BC022436.1 P13693
B25R07C01(2) ADP-ribosylation-like factor 6 interacting protein 4 (ARL6IP4), transcript vari-
ant 2
ARL6IP4 NM 016638.1 Q66PJ3
B25R13C05(6) Ras GTPase-activating protein (SH3 domain) binding protein 1 (G3BP1), tran-
script variant 2
G3BP1 NM 198395.1 Q13283
B25R18C01(2) aspartate beta-hydroxylase domain containing 1 (ASPHD1) ASPHD1 BC034275.1 Q5U4P2
B26R10C09(10) S100 calcium binding protein A8 (S100A8) S100A8 NM 002964.3 P05109
B26R12C01(2) CDC-like kinase 3 (CLK3), transcript variant phclk3 CLK3 NM 003992.1 P49761
B26R15C07(8) phosducin-like (PDCL) PDCL BC017227.1 Q13371
B27R02C19(20) SUMO-conjugating enzyme UBC9 (UBE2I) UBE2I NM 003345.1 P63279
B27R03C03(4) tubulin folding cofactor B (TBCB) TBCB BC005969.1 Q99426
B27R12C17(18) galactokinase 1 (GALK1) GALK1 NM 000154.1 P51570
B27R12C21(22) nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
beta (NFKBIB), transcript variant 1
NFKBIB NM 002503.2 Q15653
B27R13C01(2) tumor protein, translationally-controlled 1 (TPT1) TPT1 NM 003295.1 P13693
B28R16C19(20) AP2 associated kinase 1 (AAK1) AAK1 BC002695.1 Q2M2I8
B29R12C21(22) aminoacylase 1 (ACY1) ACY1 NM 000666.1 Q03154
B31R06C15(16) septin 9 (SEPT9) SEPT9 BC054004.1 Q9UHD8
B31R13C21(22) tryptophan hydroxylase 1 (tryptophan 5-monooxygenase) (TPH1) TPH1 NM 004179.1 P17752
B31R19C19(20) Retinoic acid receptor beta RARB NM 000965.2 P10826
B33R06C05(6) hypothetical protein MGC4294 (MGC4294) MGC4294 NM 024314.1 Q9BU82
B33R09C05(6) chromosome 19 open reading frame 57 (C19orf57) C19orf57 BC012945.1 Q0VDD7
B33R13C07(8) cytochrome c oxidase subunit VIa polypeptide 2 (COX6A2), nuclear gene en-
coding mitochondrial protein
COX6A2 NM 005205.2 Q02221
B33R17C19(20) cDNA clone IMAGE:4829245 NA BC021189.2 NA
B42R08C05(6) homer homolog 2 (Drosophila) (HOMER2) HOMER2 BC012109.1 Q9NSB8
B42R10C09(10) acyl-Coenzyme A binding domain containing 6 (ACBD6) ACBD6 NM 032360.1 Q9BR61
B42R12C15(16) replication factor C (activator 1) 4, 37kDa (RFC4), transcript variant 1 RFC4 NM 002916.1 P35249
B42R12C21(22) ribosomal protein S12 (RPS12) RPS12 NM 001016.2 P25398
B42R16C21(22) pleckstrin homology domain containing, family J member 1 (PLEKHJ1) PLEKHJ1 NM 018049.1 Q9NW61
B42R18C09(10) hypothetical protein (MGC11082) (aus Datenbank entfernt) MGC11082 NM 032691.1 NA
B43R06C09(10) tweety homolog 2 (Drosophila) (TTYH2) TTYH2 BC004233.1 Q9BSA4
B43R14C13(14) zinc finger protein 706 (ZNF706), transcript variant 2 ZNF706 NM 016096.1 Q9Y5V0 ?
B43R17C17(18) Aprataxin and PNK-like factor (APLF) APLF BC030711.2 Q8IW19
B43R18C01(2) zinc finger FYVE domain containing protein 27 (ZFYVE27), transcript variant
2
ZFYVE27 NM 144588.2 Q5T4F4
B43R19C17(18) NA NA NM 006218.2 P42336
B44R18C03(4) Mitotic-spindle organizing protein 2A FAM128A BC018206.1 Q6P582
B47R06C05(6) CUE domain containing 1 (CUEDC1) CUEDC1 NM 017949.1 Q9NWM3
B47R19C19(20) Peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARA) PPARA NM 005036.2 Q07869
0.4 ≤ Z-Faktor ≤ 0.6
B01R02C13(14) peptidyl arginine deiminase, type IV (PADI4) PADI4 NM 012387.1 Q9UM07
B01R07C09(10) ADP-ribosylation factor-like 4A (ARL4A), transcript variant 1 ARL4A NM 005738.1 P40617
B01R13C19(20) musculoskeletal, embryonic nuclear protein 1 (MUSTN1) MUSTN1 NM 205853.1 Q8IVN3
B01R14C13(14) translocase of inner mitochondrial membrane 10 homolog (yeast) (TIMM10) TIMM10 NM 012456.1 P62072
B01R18C05(6) ADP-ribosylation-like factor 6 interacting protein 4 (ARL6IP4) ARL6IP4 BC015569.1 Q66PJ3
B01R19C17(18) Dual serine/threonine and tyrosine protein kinase (DSTYK) DSTYK NM 015375.1 Q6XUX3
B02R05C15(16) death-associated protein (DAP) DAP NM 004394.1 P51397
B02R14C11(12) T-complex protein 10A homolog TCP10 BC063451.1 Q12799
B02R15C11(12) myosin, light chain 6B, alkali, smooth muscle and non-muscle (MYL6B) MYL6B NM 002475.2 P14649 ?
B02R17C13(14) serine/threonine kinase 16 (STK16) STK16 BC002618.1 O75716
B03R03C03(4) tubulin folding cofactor C (TBCC) TBCC NM 003192.1 Q15814
B03R04C07(8) neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9 (NEDD9),
transcript variant 1
NEDD9 NM 006403.2 Q14511
B03R05C13(14) COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 7B (Arabidopsis)
(COPS7B)
COPS7B NM 022730.1 Q9H9Q2
B03R07C01(2) enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 1 (ECHDC1) ECHDC1 BC003549.1 Q9NTX5
B03R08C17(18) FLJ43980 protein (FLJ43980) FLJ43980 NM 001004299.1 Q6NSI1
B03R13C03(4) ribosomal protein S10 (RPS10) RPS10 NM 001014.2 P46783
B03R17C13(14) general transcription factor II, i (GTF2I), transcript variant 4 GTF2I NM 033003.1 Q86U51
B03R18C05(6) FK506 binding protein 1A, 12kDa (FKBP1A), transcript variant 12B FKBP1A NM 000801.2 P62942
B03R18C07(8) thioredoxin domain containing 1 (TXNDC1) TXNDC1 NM 030755.1 Q9H3N1
B04R02C19(20) actin filament associated protein 1-like 2 (AFAP1L2), transcript variant 1 AFAP1L2 NM 001001936.1 Q8N4X5
B04R03C01(2) killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, X1 (KIR3DX1) KIR3DX1 BC033195.1 Q8N0S4
B04R05C19(20) CHK2 checkpoint homolog (S. pombe) (CHEK2), transcript variant 1 CHEK2 NM 007194.2 O96017
B04R08C03(4) proline rich 16 (PRR16) PRR16 BC038838.1 Q569H4 ?
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B05R03C15(16) nuclear distribution gene C homolog (A. nidulans) (NUDC) NUDC BC003132.1 Q9Y266
B05R03C19(20) proline/serine-rich coiled-coil 1 (PSRC1), transcript variant 1 PSRC1 NM 032636.2 A8K0M8
B05R10C09(10) chromosome 6 open reading frame 145 (C6orf145) C6orf145 NM 183373.2 Q5TGL8
B05R15C09(10) cyclin M1 (CNNM1) CNNM1 NM 020348.1 Q9NRU3
B05R19C17(18) Steroid hormone receptor ERR2 (ESRRB) ESRRB NM 004452.2 O95718
B07R03C17(18) WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2 (WWP2) WWP2 BC000108.1 O00308
B07R04C19(20) phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase, type II, gamma (PIP4K2C) PIP5K2C NM 024779.2 Q8TBX8
B07R06C01(2) phosphate cytidylyltransferase 1, choline, beta (PCYT1B) PCYT1B NM 004845.3 Q9Y5K3
B07R06C11(12) acyl-CoA synthetase long-chain family member 3 (ACSL3), transcript variant
1
ACSL3 NM 004457.3 O95573
B07R06C15(16) membrane protein, palmitoylated 3 (MAGUK p55 subfamily member 3)
(MPP3), transcript variant 1
MPP3 NM 001932.2 Q13368
B07R07C17(18) glutathione S-transferase A1 (GSTA1) GSTA1 BC053578.1 P08263 ?
B07R07C19(20) RAB5C, member RAS oncogene family (RAB5C), transcript variant 2 RAB5C NM 004583.1 P51148
B07R12C15(16) chromobox homolog 1 (HP1 beta homolog Drosophila ) (CBX1) CBX1 NM 006807.2 P83916
B07R12C21(22) LUC7-like (S. cerevisiae) (LUC7L), transcript variant 1 LUC7L NM 018032.2 Q9NQ29
B07R13C21(22) tocopherol (alpha) transfer protein (TTPA) TTPA BC058000.1 P49638
B07R14C03(4) potassium channel tetramerisation domain containing 14 (KCTD14) KCTD14 NM 023930.1 Q9BQ13
B07R16C17(18) fragile X mental retardation 1 (FMR1) FMR1 BC038998.1 Q06787
B07R19C05(6) Serine/threonine-protein kinase D1 (PRKD1) PRKD1 NM 002742.1 Q15139
B07R19C19(20) Maternal embryonic leucine zipper kinase MELK NM 014791.1 Q14680
B09R06C21(22) glutaminyl-tRNA synthetase (QARS) QARS BC001772.1 Q9BUZ3
B09R07C15(16) chromosome 7 open reading frame 36 (C7orf36) C7orf36 BC022043.1 Q9NRH1
B09R08C17(18) catalase (CAT) CAT NM 001752.2 P04040
B09R13C21(22) XIAP associated factor-1 (XAF1), transcript variant 2 XAF1 NM 199139.1 A8K9Y3
B09R14C21(22) hypothetical protein FLJ11184 (FLJ11184) FLJ11184 BC011842.2 Q96EY4
B09R19C07(8) fibroblast growth factor receptor 3 (achondroplasia, thanatophoric dwarfism)
(FGFR3), transcript variant 1
FGFR3 NM 000142.2 P22607
B09R19C17(18) protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic subunit (PRKAA1), transcript
variant 1
PRKAA1 NM 006251.4 Q13131
B10R12C01(2) v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 (AKT1), transcript variant 1 AKT1 NM 005163.1 BOLPE5
B10R15C07(8) serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2 (SERPINB2) SERPINB2 BC012609.1 P05120
B11R13C03(4) immunoglobulin (CD79A) binding protein 1 (IGBP1) IGBP1 NM 001551.1 P78318
B11R18C01(2) fibroblast growth factor 21 (FGF21) FGF21 BC018404.1 Q9NSA1
B11R18C15(16) zinc finger and SCAN domain containing 5 (ZSCAN5) ZSCAN5 NM 024303.1 Q9BUG6 ?
B12R03C03(4) hexokinase 1 (HK1) HK1 BC008730.2 P19367
B12R05C07(8) cDNA clone IMAGE:4344401, chimeric clone N/A BC013171.1 Q0VDC3
B12R06C01(2) regulator of G-protein signaling 10 (RGS10), transcript variant 2 RGS10 NM 002925.3 O43665
B12R08C01(2) regenerating islet-derived 1 alpha (pancreatic stone protein, pancreatic thread
protein) (REG1A)
REG1A BC005350.1 P05451
B12R16C21(22) lymphocyte cytosolic protein 2 (SH2 domain containing leukocyte protein of
76kDa) (LCP2)
LCP2 NM 005565.2 Q13094
B12R19C05(6) null CDK7 NM 001799.2 P50613
B12R19C07(8) serine/threonine kinase 24 (STE20 homolog, yeast) (STK24), transcript vari-
ant 2
STK24 NM 001032296.2 Q6FG81
B12R19C17(18) platelet-derived growth factor beta polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis)
oncogene homolog) (PDGFB), transcript variant 1
PDGFB NM 002608.1 P01127
B13R07C09(10) upstream transcription factor 1 (USF1), transcript variant 2 USF1 NM 207005.1 P22415
B13R09C19(20) inosine triphosphatase (nucleoside triphosphate pyrophosphatase) (ITPA),
transcript variant 1
ITPA NM 033453.2 Q9BY32
B13R19C09(10) protein kinase C, zeta (PRKCZ), transcript variant 1 PRKCZ NM 002744.2 Q05513
B14R03C17(18) metallothionein 1E (MT1E) MT1E BC009699.2 P04732
B14R05C03(4) hypothetical protein MGC17515 (MGC17515) C18orf18 NM 152471.1 Q96FQ7
B14R05C19(20) coiled-coil domain containing 44 (CCDC44) CCDC44 NM 016360.1 Q9BSH4
B14R07C21(22) immortalization up-regulated protein (IMUP) IMUP BC060319.1 Q9GZP8
B14R13C03(4) T-complex protein 10A homolog 2 (TCP10L) TCP10L NM 144659.1 Q8TDR4 ?
B14R13C11(12) Bifunctional polynucleotide phosphatase/kinase (PNKP) PNKP NM 007254.2 Q96T60
B16R13C21(22) PDGFA associated protein 1 (PDAP1) PDAP1 NM 014891.1 Q13442
B16R16C05(6) FERM domain containing 8 (FRMD8) FKSG44 BC051695.1 Q9BZ67 ?
B16R18C07(8) septin 5 (SEPT5) SEPT5 NM 002688.2 Q99719
B17R06C05(6) cDNA clone MGC:18299 IMAGE:4179890 NA BC008624.1 NA
B17R07C21(22) moesin (MSN) MSN NM 002444.1 P26038
B17R08C21(22) serine racemase (SRR) SRR NM 021947.1 Q9GZT4
B17R12C17(18) ADP-ribosylation factor-like 3 (ARL3) ARL3 NM 004311.1 P36405
B17R12C19(20) doublecortex; lissencephaly, X-linked (doublecortin) (DCX), transcript variant
4
DCX NM 178151.1 O43602
B17R13C03(4) leucine zipper transcription factor-like 1 (LZTFL1) LZTFL1 NM 020347.1 Q9NQ48
B17R15C01(2) synaptosomal-associated protein, 23kDa (SNAP23), transcript variant 1 SNAP23 NM 003825.2 O00161
B17R15C11(12) v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 (ABL1), transcript
variant a
ABL1 NM 005157.2 P00519
B17R17C17(18) AHNAK nucleoprotein (AHNAK), transcript variant 2 AHNAK NM 024060.1 Q9BVU3
B17R19C11(12) Cytoplasmic tyrosine-protein kinase BMX BMX NM 001721.2 P51813
B17R19C13(14) activin A receptor, type IB (ACVR1B), transcript variant 1 ACVR1B NM 004302.3 P36896
B17R19C17(18) Serine/threonine-protein kinase mTOR MTOR NM 004958.2 P42345
B18R04C07(8) cDNA FLJ75055 KIAA1609 BC060844.1 A8K5C2
B18R14C05(6) aspartate beta-hydroxylase (ASPH) ASPH BC066929.1 Q6NXR7
B18R15C09(10) synovial sarcoma translocation gene on chromosome 18-like 2 (SS18L2) SS18L2 NM 016305.1 Q9UHA2
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B18R16C07(8) RAB3B, member RAS oncogene family (RAB3B) RAB3B NM 002867.2 P20337
B18R16C11(12) ADP-ribosylation factor 6 (ARF6) ARF6 NM 001663.2 P62330
B18R17C07(8) dynein, cytoplasmic 1, intermediate chain 1 (DYNC1I1) DYNC1I1 BC037854.1 O14576
B18R19C07(8) MAP kinase-activated protein kinase 5 (MAPKAPK5), transcript variant 1 MAPKAPK5 NM 003668.2 Q8IW41
B18R19C09(10) protein kinase C, iota (PRKCI) PRKCI NM 002740.1 P41743
B19R08C19(20) NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 6, 17kDa (NDUFB6),
nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript variant 2
NDUFB6 NM 182739.1 Q5VYT2 ?
B19R14C21(22) zinc finger, AN1-type domain 5 (ZFAND5), transcript variant c ZFAND5 NM 006007.1 O76080
B19R17C07(8) mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 3 (MAPKAPK3) MAPKAPK3 NM 004635.2 Q16644
B19R19C09(10) protein kinase C, theta (PRKCQ) PRKCQ NM 006257.2 Q04759
B20R19C19(20) mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK1), transcript variant 1 MAPK1 NM 002745.2 P28482
B21R08C13(14) mediator of RNA polymerase II transcription, subunit 8 homolog (S. cerevisiae)
(MED8), transcript variant 4
MED8 NM 001001653.1 Q96G25
B21R12C17(18) dynein, light chain, roadblock-type 1 (DYNLRB1) DYNLRB1 NM 014183.1 Q9NP97
B21R19C15(16) G protein-coupled receptor kinase 5 (GRK5) GRK5 NM 005308.2 P34947
B22R07C17(18) zinc finger CCCH-type, antiviral 1-like (ZC3HAV1L) ZC3HAV1L NM 080660.2 Q96H79
B23R05C19(20) general transcription factor IIE, polypeptide 1, alpha 56kDa (GTF2E1) GTF2E1 NM 005513.1 P29083
B23R06C19(20) protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 7 (PTPN7), transcript variant
1
PTPN7 NM 002832.2 P35236
B23R07C11(12) butyrophilin, subfamily 3, member A3 (BTN3A3), transcript variant 2 BTN3A3 NM 197974.1 O00478
B23R08C07(8) inhibitor of growth family, member 5 (ING5) ING5 NM 032329.4 Q8WYH8
B23R14C11(12) TBC1 domain family, member 9B (with GRAM domain) (TBC1D9B) TBC1D9B BC008919.2 Q66K14
B23R17C11(12) cardiotrophin 1 (CTF1) CTF1 NM 001330.2 Q16619
B25R04C09(10) protein kinase D2 (PRKD2), transcript variant 1 PRKD2 NM 016457.3 Q9BZL6
B25R13C03(4) D-tyrosyl-tRNA deacylase 1 homolog (S. cerevisiae) (DTD1) DTD1 BC045167.2 Q8TEA8
B26R02C19(20) deoxythymidylate kinase (thymidylate kinase) (DTYMK) DTYMK NM 012145.2 P23919
B26R04C03(4) AT rich interactive domain 3B (BRIGHT-like) (ARID3B) ARID3B BC060824.1 Q8IVW6
B26R04C05(6) phytanoyl-CoA dioxygenase domain containing 1 (PHYHD1) PHYHD1 BC053853.1 Q5SRE7
B26R15C09(10) serologically defined colon cancer antigen 3 (SDCCAG3), transcript variant 2 SDCCAG3 NM 006643.2 Q96C62
B27R04C01(2) chloride intracellular channel 4 (CLIC4) CLIC4 NM 013943.1 Q9Y696
B27R09C03(4) SAM and SH3 domain-containing protein 3 (SASH3) SASH3 NM 018990.1 O75995
B27R17C17(18) hypothetical LOC541472 N/A BC027978.1 Q8N6X1
B28R08C03(4) cDNA clone IMAGE:3954254, partial cds NA BC014218.2 NA
B28R16C15(16) hematological and neurological expressed 1 (HN1), transcript variant 1 HN1 NM 016185.1 Q9UK76
B29R05C21(22) Parkinson disease 7 domain containing 1 (PDDC1) PDDC1 NM 182612.1 Q8NB37 ?
B29R12C17(18) LIM and cysteine-rich domains 1 (LMCD1) LMCD1 NM 014583.2 Q9NZU5
B29R19C09(10) Mast/stem cell growth factor receptor Kit (KIT) KIT NM 000222.1 P10721
B30R09C07(8) annexin A1 (ANXA1) ANXA1 NM 000700.1 P04083
B30R12C07(8) calcium/calmodulin-dependent protein kinase I (CAMK1) CAMK1 NM 003656.3 Q14012
B30R13C01(2) calcyphosine (CAPS), transcript variant 2 CAPS NM 080590.1 Q13938
B30R19C01(2) keratin 8 (KRT8) KRT8 BC008200.1 P05787
B30R19C09(10) WEE1 homolog (S. pombe) (WEE1) WEE1 NM 003390.2 Q86V29/Q6NSL2
B31R06C01(2) microtubule-associated protein, RP/EB family, member 1 (MAPRE1) MAPRE1 NM 012325.1 Q15691
B31R06C13(14) RAS guanyl releasing protein 3 (calcium and DAG-regulated) (RASGRP3) RASGRP3 NM 170672.1 Q8IV61
B31R08C11(12) SNRPN upstream reading frame (SNURF), transcript variant 1 SNURF NM 005678.3 Q9Y675
B32R17C19(20) coactosin-like 1 (Dictyostelium) (COTL1) COTL1 NM 021149.1 Q14019
B33R02C15(16) Putative Polycomb group protein ASXL1 ASXL1 BC064984.1 Q8IXJ9
B33R03C01(2) annexin A2 (ANXA2) ANXA2 BC009564.1 P07355
B33R04C09(10) angiomotin (AMOT) AMOT NM 133265.2 Q4VCS5
B33R12C21(22) clusterin associated protein 1 (CLUAP1) CLUAP1 BC017070.1 Q96AJ1
B33R14C11(12) proline rich 15 (PRR15) PRR15 NM 175887.2 Q8IV56
B33R14C13(14) RNA binding motif protein 8A (RBM8A) RBM8A NM 005105.2 Q9Y5S9
B33R17C21(22) chromosome 19 open reading frame 12 (C19orf12), transcript variant 2 C19orf12 NM 031448.2 Q9NSK7
B33R19C17(18) estrogen-related receptor alpha (ESRRA) ESRRA NM 004451.3 P11474
B34R02C11(12) Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 MX1 NM 002462.2 P20591
B34R02C13(14) chromosome 20 open reading frame 160 (C20orf160) C20orf160 BC032455.1 Q9NUG4
B34R09C11(12) catenin (cadherin-associated protein), alpha 1, 102kDa (CTNNA1) CTNNA1 BC031262.1 P35221
B34R19C05(6) Major centromere autoantigen B CENPB Hs∼IVGN:PM 2143∼
Ext: CENPB
P07199
B35R07C01(2) polymerase (DNA directed), epsilon 3 (p17 subunit) (POLE3) POLE3 BC003166.1 Q9NRF9
B36R02C11(12) integrin-linked kinase-associated serine/threonine phosphatase 2C (ILKAP) ILKAP NM 030768.2 Q9H0C8
B36R02C13(14) ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 1 (RGL1) RGL1 NM 015149.2 Q9NZL6
B37R13C05(6) protein phosphatase 1A (formerly 2C), magnesium-dependent, alpha isoform
(PPM1A), transcript variant 2
PPM1A NM 177951.1 P35813
B37R13C07(8) loss of heterozygosity, 11, chromosomal region 2, gene A (LOH11CR2A), tran-
script variant 1
LOH11CR2A NM 014622.4 O00534
B37R19C11(12) glycogen synthase kinase 3 alpha (GSK3A) GSK3A NM 019884.2 P49840
B37R19C19(20) NA NA NM 001105.2 Q04771
B38R13C13(14) chromosome 12 open reading frame 45 (C12orf45) C12orf45 NM 152318.1 Q8N5I9
B38R19C05(6) histone H2A(F2A2), ImmunoVision NA Hs∼IVGN:PM 2141∼
Ext:Histone F2a2
NA
B39R03C11(12) NEFA-interacting nuclear protein NIP30 (NIP30) NIP30 NM 024946.1 Q9GZU8
B39R10C03(4) chromosome 14 open reading frame 131 (C14orf131) C14orf131 BC006222.2 Q9NT83
B39R10C09(10) casein kinase 2, alpha prime polypeptide (CSNK2A2) CSNK2A2 NM 001896.2 P19784
B39R12C19(20) arsenate resistance protein 2 (ARS2), transcript variant 2 ARS2 NM 182800.2 Q9BXP5
B39R15C03(4) coiled-coil domain containing 55 (CCDC55), transcript variant 1 CCDC55 NM 032141.1 Q9H0G5
B39R19C07(8) high affinity nerve growth factor receptor, transcript variant 3 NTRK1 NM 001007792.1 P04629
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B39R19C19(20) cyclin-dependent kinase 5 (CDK5) CDK5 NM 004935.1 Q00535
B40R13C01(2) KIAA1598 (KIAA1598) KIAA1598 NM 018330.2 A0MZ66
B41R05C15(16) RNA binding motif protein 8A (RBM8A) RBM8A BC017770.1 Q9Y5S9
B41R07C17(18) ubiquitin-conjugating enzyme E2O (UBE2O) UBE2O BC051868.2 Q9C0C9
B41R08C01(2) protein tyrosine phosphatase type IVA, member 2 (PTP4A2), transcript variant
1
PTP4A2 NM 080391.1 Q12974
B41R08C03(4) CCR4-NOT transcription complex, subunit 7 (CNOT7) CNOT7 BC060852.1 Q9UIV1
B41R08C11(12) phosphogluconate dehydrogenase (PGD) PGD NM 002631.2 P52209 ?
B41R12C21(22) GABA(A) receptor-associated protein-like 2 (GABARAPL2) GABARAPL2 NM 007285.5 P60520
B41R13C05(6) chromosome 3 open reading frame 37 (C3orf37) C3orf37 BC010125.1 Q96FZ2
B41R13C07(8) mitogen-activated protein kinase 13 (MAPK13) MAPK13 NM 002754.3 O15264
B41R14C15(16) LSM6 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae) (LSM6) LSM6 NM 007080.1 P62312
B41R17C21(22) glyoxalase I (GLO1) GLO1 BC001741.1 Q04760 ?
B41R19C07(8) Ephrin receptor A4 (EPHA4) EPHA4 NM 004438.1 Q58F15
B41R19C11(12) insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R) IGF1R NM 000875.2 P08069
B41R19C13(14) anaplastic lymphoma kinase (Ki-1) (ALK) ALK NM 004304.3 Q9UM73
B42R02C19(20) myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila);
translocated to, 6 (MLLT6)
MLLT6 BC064612.1 P55198
B42R12C05(6) disabled homolog 1 (Drosophila) (DAB1) DAB1 BC067446.1 Q8NFD0
B42R18C05(6) chromosome 19 open reading frame 33 (C19orf33) C19orf33 BC014264.2 Q9GZP8
B43R08C17(18) LIM domains containing 1 (LIMD1) LIMD1 NM 014240.1 Q9UGP4
B43R12C15(16) eukaryotic translation initiation factor 4E family member 2 (EIF4E2) EIF4E2 NM 004846.1 O60573
B43R12C21(22) aldolase C, fructose-bisphosphate (ALDOC) ALDOC NM 005165.1 P09972
B43R13C01(2) ataxin 3 (ATXN3) ATXN3 BC033711.1 P54252
B43R13C21(22) Rho family GTPase 2 (RND2) RND2 NM 005440.3 P52198
B43R14C07(8) chromosome 21 open reading frame 84 (C21orf84) C21orf84 NM 153752.1 P59037
B43R14C09(10) potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 1
(KCNAB1), transcript variant 1
KCNAB1 NM 172160.1 Q14722
B43R19C13(14) NA NA NM 000215.1 NA
B44R02C13(14) T-complex protein 11 homolog TCP11 NM 018679.2 Q8WWU5
B44R18C05(6) tetra-peptide repeat homeobox-like (TPRXL) TPRXL BC027729.1 Q17RH7
B44R18C07(8) 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 3 (AGPAT3) AGPAT3 BC004219.1 Q9NRZ7
B44R19C07(8) cyclin-dependent kinase 5 (CDK5) CDK5 NM 004935.1 Q00535
B45R12C17(18) centaurin, delta 2 (CENTD2), transcript variant 1 CENTD2 NM 139181.1 Q96P48
B47R05C09(10) nucleosome assembly protein 1-like 5 (NAP1L5) NAP1L5 NM 153757.1 Q8ND87
B47R05C19(20) adenine phosphoribosyltransferase (APRT), transcript variant 1 APRT NM 000485.1 P07741 ?
B47R06C15(16) DEP domain containing 6 (DEPDC6) DEPDC6 BC012040.1 Q8TB45
B48R05C13(14) syntaxin binding protein 1 (STXBP1) STXBP1 BC015749.1 P61764
B48R15C13(14) SLAIN motif family, member 2 (SLAIN2) SLAIN2 BC031691.2 A8MSR2
B48R15C15(16) N-terminal EF-hand calcium-binding protein 3 APBA2BP BC047673.1 Q96P71
B48R15C17(18) chromosome 20 open reading frame 198 (C20orf198) C20orf198 NM 139016.2 Q8N7W4
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